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ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΗΜΕΙΩΜΑ 
 
ΕΠΙΘΕΤΟ:           ΛΑΚΚΑ 
ΟΝΟΜΑ:           ΑΧΙΛΛΕΙΑ 
ΟΝΟΜΑ ΠΑΤΡΟΣ:                       ΑΧΙΛΛΕΑΣ 
ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ ΓΕΝΝΗΣΗΣ:     18-11-1979 
ΤΟΠΟΣ ΓΕΝΝΗΣΗΣ:                   ΛΑΡΙΣΑ, ΕΛΛΑΔΑ 
 
ΔΙΕΥΘΥΝΣΗ ΚΑΤΟΙΚΙΑΣ :       ΚΑΛΑΜΩΝ 22, ΛΑΡΙΣΑ 
ΤΗΛΕΦΩΝΟ ΕΠΙΚΟΙΝΩΝΙΑΣ:   6937167888 
Email:                                              achlakka@med.uth.gr 
 
 
ΕΚΠΑΙΔΕΥΣΗ 
 
Μεταπτυχιακές Σπουδές: 
Εκπόνηση Διδακτορικής Διατριβής στο ερευνητικό Εργαστήριο Βιοχημείας, του Τμήματος 
Ιατρικής Πανεπιστημίου Θεσσαλίας υπό την επίβλεψη του κ.Α.Τσακάλωφ, Επίκουρου 
Καθηγητή Ιατρικής Χημείας, με θέμα «Εφαρμογή της Μοριακής Αποτύπωσης στη 
Στοχευόμενη Απομόνωση Βιοδραστικών Φυσικών Ενώσεων για τη Ρύθμιση της 
Ανταπόκρισης των Κυττάρων στην Υποξία» 
Περίοδος: 2007-Σήμερα    
 
Φοίτηση στο Π.Μ.Σ. (Διατμηματικό) «Προστασία Συντήρηση και Αποκατάσταση Μνημείων 
Πολιτισμού», κατεύθυνση Β’ «Επιστήμη Συντήρησης Έργων Τέχνης. Παθολογία Υλικών, 
Διάγνωση και Προστασία»  
Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης   
Πολυτεχνική Σχολή  
Περίοδος: 2004-2006      
Βαθμός Πτυχίου: Άριστα 
 
Προπτυχιακές Σπουδές 
Πτυχίο: Χημείας   
Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης 
Σχολή Θετικών Επιστημών 
Τομέας Χημικής Τεχνολογίας και Βιομηχανικής Χημείας 
Περίοδος: 1997-2003 
Βαθμός Πτυχίου: Λίαν Καλώς 
 
Δευτεροβάθμια Εκπαίδευση: 
Σχολείο: 40 Γενικό Λύκειο Λάρισας  
Περίοδος: 1994-1997   
Βαθμός απολυτηρίου: Άριστα 
 
Σχολείο: 40 Γενικό Γυμνάσιο Λάρισας  
Περίοδος: 1991-1994   
Βαθμός απολυτηρίου: Άριστα 
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ΕΠΑΓΓΕΛΜΑΤΙΚΗ /ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ 
 
Ιούλιος 2007-Σήμερα: 
Εκπόνηση Διδακτορικής Διατριβής στο ερευνητικό Εργαστήριο Βιοχημείας, του Τμήματος 
Ιατρικής Πανεπιστημίου Θεσσαλίας υπό την επίβλεψη του κ.Α.Τσακάλωφ, Επίκουρου 
Καθηγητή Ιατρικής Χημείας, με θέμα «Εφαρμογή της Μοριακής Αποτύπωσης στη 
Στοχευόμενη Απομόνωση Βιοδραστικών Φυσικών Ενώσεων για τη Ρύθμιση της 
Ανταπόκρισης των Κυττάρων στην Υποξία» 
 
Σεπτέμβριος 2006-Ιούνιος 2007:  
Συνεργασία σε ερευνητικό επίπεδο με το Εργαστήριο Βιοχημείας, του Τμήματος Ιατρικής 
Πανεπιστημίου Θεσσαλίας υπό την επίβλεψη του κ.Α.Τσακάλωφ, Επίκουρου Καθηγητή 
Ιατρικής Χημείας, με θέμα «Μελέτη της Επίδρασης των Φλαβονοειδών στην Έκλουση του  
Σιδήρου από τη Φερριτίνη»,  
 
Σεπτέμβριος 2005-Ιούνιος 2006:  
Εκπόνηση μεταπτυχιακής διπλωματικής εργασίας στα πλαίσια του Π.Μ.Σ.: Προστασία 
Συντήρηση και Αποκατάσταση Μνημείων Πολιτισμού, στο Εργαστηριακό Διαγνωστικό 
Κέντρο ΙΔΡΥΜΑ ΟΡΜΥΛΙΑ, υπό την επίβλεψη του κ. Κ.Παναγιώτου, Καθηγητή Φυσικής 
Χημείας του Τμήματος Χημικών Μηχανικών του Α.Π.Θ., με  θέμα: «Ταυτοποίηση    
Οργανικών Χρωστικών που έχουν  βρεθεί σε Έργα Τέχνης με τη μέθοδο της Υγρής 
Χρωματογραφίας Υψηλής Απόδοσης»  
 
Σεπτέμβριος 2001 - Ιανουάριος 2002:  
Εκπόνηση προπτυχιακής διπλωματικής εργασίας (Τομέας Οργανικής Χημείας) στα   πλαίσια 
του προγράμματος ERASMUS στο Ινστιτούτο Πεύκου (Institut du Pin) του Τμήματος 
Χημείας του Πανεπιστημίου BORDEAUX 1 της Γαλλίας, υπό την επίβλεψη του καθηγητή 
St.Grelier με θέμα: Παρασκευή χαρτοπολτού με τη μέθοδο Kraft και προσπάθεια βελτιώσεως 
της Μεθόδου   
 
 
ΔΙΔΑΚΤΙΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ 
           
Συμμετοχή στην επίβλεψη εκπόνησης διπλωματικής εργασίας φοιτήτριας του Τμήματος 
Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας Πανεπιστημίου Θεσσαλίας  
 
 
ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ    
 
A.Lakka, I.Mylonis, S.Bonanou, G.Simos, A.Tsakalof, «Isolation of hypoxia-inducible factor 
1 (HIF-1) inhibitors from Frankincense using a molecularly imprinted polymer» Invest. New 
Drugs [2010, DOI: 10.1007/s10637-010-9440-4]  
 
I.Mylonis, A.Lakka, A.Tsakalof, G.Simos, «The Dietary Flavonoid Kaempferol Effectively 
Inhibits HIF-1 Activity and Hepatoma Cancer Cell Viability under Hypoxic Conditions» 
Biochem. Biophys. Res. Commun. [2010; 398(1):74-8] 
 
I.Karapanagiotis, J.Theologou, A.Lakka, A.Ozoline, C.Panayiotoy «Investigation of the 
Colouring Materials of Fustat Carpet Fragments» Archaeometry [2010, DOI: 10.1111/j.1475-
4754.2010.00569.x]    
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I.Karapanagiotis, A.Lakka, L.Valianou, Y.Chryssoulakis, «High-Performance Liquid 
Chromatographic Determination of Colouring Matters in Historical Garments from the Holy 
Mountain of Athos» Microchimica Acta [2008; 160(4): 477-483] 
 
Ι.Καραπαναγιώτης, Α.Λάκκα, Μοναχή Δανιηλία Κ.Παναγιώτου «Φυσικές Οργανικές  
Χρωστικές   σε Έργα Τέχνης / Ανάλυση και Ταυτοποίηση Φυσικών Οργανικών Χρωστικών 
με HPLC-DAD» Χημικά Χρονικά [2008; 70(4): 21-24] 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    
 
ΑΝΑΚΟΙΝΩΣΕΙΣ ΣΕ ΔΙΕΘΝΗ ΣΥΝΕΔΡΙΑ            
        
A.Lakka, A.Tsakalof «Fabrication and Characterization οf Tri-O-acetyladenosine Imprinted 
Polymers for Screening and Isolation of Protein Kinase Inhibitors» Biomaterials and 
Bionanomaterials: Recent Advances and Safety Toxicology Issues, 1rst Russian-Hellenic 
Symposium with International Participation and Young Scientist’s School [Heraklion, 
Greece, 2010, Book of Abstracts: 68-69]  
 
A.Lakka, I.Mylonis, G.Simos, A.Tsakalof «Application of Molecularly Imprinted Polymers 
(MIP) In Drug Discovery» Biomaterials and Bionanomaterials: Recent Advances and Safety 
Toxicology Issues, 1rst Russian-Hellenic Symposium with International Participation and 
Young Scientist’s School [Heraklion, Greece, 2010, Book of Abstracts: 28-29] 
 
I.Mylonis, A.Lakka, A.Tsakalof, G.Simos «Inhibition of HIF-1 Activity and Hepatoma 
Cancer Cell Viability under Hypoxic Conditions by the Natural Dietary Flavonoid 
Kaempferol» HypoxiaNet: Therapeutic Aspects of Hypoxia – Inducible Pathways [Dublin, 
Ireland, 2010, Book of Abstracts: 16]  
 
I.Mylonis, A.Kalousi, A.Lakka, A.Tsakalof, G.Simos «Targeting HIF-1alpha 
Phosphorylation to Control Cancer Cell Survival under Hypoxia» OXYGEN 2011 [Davos, 
Switzerland, 2011] 
 
I.Mylonis, A.Lakka, A.Tsakalof, G.Simos «The Diatery Flavonoid Kaempferol Inhibits HIF-
1α Nuclear Accumulation and Activity in Human Cervical and Hepatoma Cancer Cells» 60ο 
Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας Βιοχημείας και Μοριακής Βιολογίας [Athens, 
Greece, 2009, Book of Abstracts: 240] 
 
A.Lakka, I.Mylonis, G.Simos, A.Tsakalof «Isolation Of Hypoxia Inducible Factor 1 (HIF-1) 
Inhibitors From Frankincense by Molecularly Imprinted Solid Phase Extraction (MIPSPE)» 
60
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας Βιοχημείας και Μοριακής Βιολογίας [Athens, 
Greece, 2009, Book of Abstracts: 116] 
  
A.Lakka, I.Mylonis, G.Simos, A.Tsakalof «Application of Quercetin Imprinted Polymer for 
the Isolation of Hypoxia Inducible Factor 1 (HIF-1) Inhibitors from Frankincense» 11th 
Conference in Advanced Medicinal Chemistry: Approaches to Rational Drug Design 
[Thessaloniki, Greece, 2009, Book of Abstracts: 75-76] 
                                                      
A.Lakka, A.Tsakalof «In Vitro Studies of The Reductive Release of Iron From Ferritin by 
Flavonoids» 10th Conference in Advanced Medicinal Chemistry: Towards new and safe drug   
molecules [Thessaloniki, Greece, 2007, Book of Abstracts: 100-104] 
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I.Karapanagiotis, sister Daniilia, A.Lakka, J.Theologou, A.Ozoline «Investigation of Natural 
Dyes Occurring in The Fustat Carpet Fragments of The Benaki Museum» 5th International 
Conference on Instrumental Methods of Analysis Modern Trends and Applications (IMA) 
[Patra, Greece, 2007, Book of Abstracts] 
                                                              
I.Karapanagiotis, C.Karydis, A.Lakka, L.Valianou, C.Panayiotou «Identification of Dyes on 
Ecclesiastical Garments from the Holy Mountain of Athos: The Sakkos of Emperor Ioannis 
Tsimiskis» 25th annual DHA meeting, Dyes in    History and Archaeology (DHA) [Suceava,   
Romania, 2006, Book of Abstracts]  
 
 
ΣΕΜΙΝΑΡΙΑ 
                        
Παρακολούθηση Σεμιναρίου για Χειριστές  Συστημάτων HPLC & LC/MS) με Θέμα «LC 
TIPS & TRICKS». Το πρόγραμμα υλοποιήθηκε από την εταιρεία Hellamco Α.Ε. σε 
συνεργασία με τον οίκο Agilent Technologies (07/04/2009-08/04/2009, Θεσσαλονίκη) 
 
Παρακολούθηση Σεμιναρίου με Θέμα «LASERS FOR THE PRESERVATION OF 
CULTURAL HERITAGE». Το πρόγραμμα υλοποιήθηκε από το Ινστιτούτο Ηλεκτρονικής 
Δομής και Λέιζερ (IESL) του Ιδρύματος Τεχνολογίας και Έρευνας (ΙΤΕ) (07/02/2005-
11/02/2005, Ηράκλειο)  
 
Παρακολούθηση  Σεμιναρίου με θέμα «ΣΤΕΛΕΧΗ ΔΙΑΧΕΙΡΙΣΗΣ ΔΗΜΟΤΙΚΩΝ 
ΕΠΙΧΕΙΡΗΣΕΩΝ ΥΔΡΕΥΣΗΣ ΑΠΟΧΕΤΕΥΣΗΣ» συνολικής διάρκειας 400 ωρών θεωρίας. 
Το πρόγραμμα υλοποιήθηκε από στη Λάρισα από το κέντρο επαγγελματικής κατάρτισης 
ΕΥΡΩΠΡΟΟΔΟΣ ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ (29/03/2004-07/07/2004, Λάρισα) 
 
Παρακολούθηση  Σεμιναρίου με θέμα «ΚΑΤΑΡΤΙΣΗ ΑΝΕΡΓΩΝ ΣΕ ΒΑΣΙΚΕΣ 
ΔΕΞΙΟΤΗΤΕΣ ΧΡΗΣΗΣ ΤΠΕ ΒΑΣΗ ΤΟΥ CAΜBRIDGE ICT CAREER AWARD» 
συνολικής διάρκειας 100 ωρών θεωρίας. Το πρόγραμμα υλοποιήθηκε από το κέντρο 
επαγγελματικής κατάρτισης ΕΥΡΩΠΛΗΡΟΦΟΡΗΣΗ.Α.Ε (07/07/2003-27/08/2003, Λάρισα) 
 
 
ΞΕΝΕΣ ΓΛΩΣΣΕΣ/ΥΠΟΛΟΓΙΣΤΕΣ 
 
Αγγλικά     Άριστη γνώση  (FCE Cambridge)                                                                                      
Γαλλικά     Άριστη γνώση (Delf, Superiere ΠΙ) 
Η/Υ                     Πολύ καλή γνώση (CAMBRIDGE) 
 
 
ΑΛΛΕΣ ΓΝΩΣΕΙΣ    
 
Σπουδές κλασσικής μουσικής στο Δημοτικό Ωδείο Λάρισας διάρκειας 10 
ετών, μουσικό όργανο πιάνο 
 
  
ΛΟΙΠΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ/ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ   
 
      Μέλος της Ένωσης Ελλήνων Χημικών  
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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 
Η παρούσα εργασία εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Βιοχημείας του Τμήματος Ιατρικής 
της Σχολής Επιστημών Υγείας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας με επιβλέποντα τον Επίκουρο 
Καθηγητή Ιατρικής Χημείας κ.Α.Τσακάλωφ, τον οποίο θα ήθελα να ευχαριστήσω θερμά, 
αρχικά για την υπόδειξη του θέματος της διατριβής και την ευκαιρία που μου έδωσε να 
δουλέψω στο εργαστήριο Βιοχημείας. Τον ευχαριστώ επίσης για την αστείρευτη 
εμπιστοσύνη του, την καίρια και πολύτιμη καθοδήγηση που μου προσέφερε, την εξαιρετική 
υπομονή που επέδειξε, την αμέριστη βοήθεια και στήριξη που μου παρείχε καθ΄όλη τη 
διάρκεια της εργασίας και πάνω απ’όλα γιατί η συνεργασία μαζί του αποτέλεσε πηγή 
πολύτιμων γνώσεων και ορθολογικού τρόπου σκέψης.   
Στη συνέχεια θα ήθελα να ευχαριστήσω ιδιαίτερα τον Αναπληρωτή Καθηγητή 
Βιοχημείας κ.Γ.Σίμο, μέλος της Τριμελούς Συμβουλευτικής Επιτροπής, για την 
παρακολούθηση της πορείας της διατριβής, την προσφορά της επιστημονικής του γνώσης, 
καθώς επίσης και τις εύστοχες υποδείξεις και συμβουλές του. Στον Επίκουρο Καθηγητή 
Ιατρικής Βιοχημείας κ.Π.Λιάκο μέλος της Τριμελούς Συμβουλευτικής Επιτροπής, εκφράζω 
τις θερμές ευχαριστίες μου για την παρακολούθηση της πορείας της διατριβής, τις 
συμβουλές, το αμείωτο ενδιαφέρον και την ηθική συμπαράστασή του σ’ όλη τη διάρκεια 
αυτής. Πρόσθετα, θα ήθελα να ευχαριστήσω την πρώην διευθύντρια του Εργαστηρίου 
Βιοχημείας και Αναπληρώτρια Καθηγήτρια Βιοχημείας κ.Σ.Μπονάνου – Τζεδάκη, η οποία 
υπήρξε η αρχική επιβλέπουσα της διατριβής, για το ενδιαφέρον, τη στήριξη και τις 
υποδείξεις της. 
Επίσης, θα ήθελα να εκφράσω τις ευχαριστίες μου προς τους καθηγητές 
κ.Π.Α.Μολυβδά, κ.Α.Γερμενή, κ.Ν.Σακελλαρίδη και κ.Χ.Χατζηχριστοδούλου, μέλη της 
Επταμελούς Εξεταστικής Επιτροπής  για τις χρήσιμες παρατηρήσεις τους και και το χρόνο 
που διέθεσαν για την ανάγνωση της διατριβής μου. Ιδιαιτέρως ευχαριστώ , τον Αναπληρωτή 
Καθηγητή Υγιεινής και Επιδημιολογίας, κ. Χ.Χατζηχριστοδούλου για τη δυνατότητα που 
μου έδωσε να πραγματοποιήσω μέρος απαραίτητων πειραμάτων στο εργαστήριο Υγιεινής 
και Επιδημιολογίας και να χρησιμοποιήσω το όργανο HPLC-PDA. 
 Πρόσθετα ευχαριστώ την Επίκουρο Καθηγήτρια Βιοχημείας κ.Ε.Γεωργάτσου, για το 
ενδιαφέρον της και τις εύστοχες υποδείξεις της καθ’ όλη τη διάρκεια της διατριβής. 
Ευχαριστίες οφείλω ακόμη στον Λέκτορα Βιοχημείας κ.Ηλία Μυλωνή, για τη 
συνεργασία και σωστή επίβλεψη των βιοχημικών πειραμάτων και ειδικά στα πειράματα που 
αφορούν τη δράση της καμφερόλης στον HIF-1. Τον ευχαριστώ επιπλέον για τις ουσιαστικές 
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υποδείξεις και παραινέσεις του και την ηθική συμπαράσταση που μου πρόσφερε κατά τη 
διάρκεια εκπόνησης της διατριβής.  
Ευχαριστώ επίσης όλα τα μέλη του Εργαστηρίου Βιοχημείας: τις μεταδιδακτορικές 
ερευνήτριες Γεωργία Χαχάμη και Αγγελική Λυμπεροπούλου, τη διδάκτορα Αλκμήνη 
Καλούση, την υποψήφια διδάκτορα Χριστίνα Μπεφάνη και το μέλος Ε.Τ.Ε.Π. Εμμανουήλ 
Βενιέρη για την άριστη συνεργασία και το φιλικό κλίμα μεταξύ μας, καθώς επίσης και στο 
μέλος του εργαστηρίου Υγιεινής και Επιδημιολογίας Δημήτριο Γκαγτζή για την προθυμία 
και εξυπηρέτηση σε τεχνικά θέματα. 
Πάνω απ’ όλα θα ήθελα ωστόσο να ευχαριστήσω τη μητέρα και την αδερφή μου, για 
την χρόνια εμπιστοσύνη τους στις επιλογές μου και την υλική και ηθική συμπαράσταση που 
μου προσέφεραν και τον αρραβωνιαστικό μου Στυλιανό Πίσκο για την ενθάρρυνση, την 
υποστήριξη και την υπομονή που επέδειξε τα τελευταία δύο χρόνια.  
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 
 
AIBN: αζω-δις-ισοβουτυλονιτρίλιο 
AKBA: 3-O-Ακέτυλο-11-κετο-β-μποσβελλικό οξύ 
APS: Υπερθεϊικό αμμώνιο 
ATP: Τριφοσφωρική αδενοσίνη 
bHLH: βασική περιοχή θηλιάς έλικας 
BSA = Αλβουμίνη ορού βοδιού 
DAPI: 4΄, 6-διαμιδινο-2-φαινυλινδόλιο 
DMOG: Διμεθυλοξαλυλογλυκίνη 
DMSO: διμεθυλοσουλφοξείδιο 
DTT: Διθειοθρεϊτόλη 
DVB: Διβινυλοβενζόλιο 
EDMA: Αιθυλένο-γλυκόλ-διμεθυλακρυλένιο 
EDTA: Αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ 
FBS: εμβρυϊκός ορός βοδιού 
FITC: ισοθειοκυανική φλουοροσκεϊνη 
HIF-1 : Επαγόμενος από την υποξία μεταγραφικός παράγοντας 
HPLC: Υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης 
HRE: Στοιχείο απόκρισης στην υποξία 
HRP: Ραφανιδική υπεροξειδάση 
KBA: 11-κέτο-β-μποσβελλικό οξύ  
LB: Luria Broth 
MAA: μεθακρυλικό οξύ 
MAPK: Κινάση πρωτεϊνών που ενεργοποιείται από μιτογόνα 
MeCN: Ακετονιτρίλιο 
MeCOOH: Οξικό οξύ 
MIP: Μοριακά αποτυπωμένο πολυμερές 
MIP-SPE: Εκχύλιση στερεής φάσης με μοριακά αποτυπωμένο 
πολυμερές  
NIP: Πολυμερές αναφοράς (τυφλό) 
PBS = Διάλυμα φυσιολογικής συγκέντρωσης φωσφορικών ιόντων 
PDA: Ανιχνευτής συστοιχίας διόδων 
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PHD = Προλυλο-υδροξυλάση 
PI3K = Κινάση της 3-φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης 
PMSF = Φαινυλομεθυλο φθοριούχος εστέρας του σουλφονικού οξέος 
SDS = Δωδεκακυλοθειϊκό νάτριο 
SPE: Εκχύλιση στερεής φάσης 
TEMED = Ν,Ν,Ν,Ν-τετραμεθυλο-αιθυλενο-διαμίνη 
TOAA: 2΄-3΄-5΄-τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνη  
VBA: 3-Βινυλ-βενζοϊκό οξύ  
VEGF: Αυξητικός παράγοντας των ενδοθηλιακών κυττάρων 
VPy: 4-Βινυλοπυριδίνη 
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ΕΙΣΑΓΩΓH 
 
 Η επαρκής παροχή οξυγόνου στους ιστούς είναι απαραίτητη για την κανονική 
λειτουργία του ανθρώπινου οργανισμού.  
Η υποξία, μία μείωση της μερικής ιστικής πίεσης οξυγόνου (pO2), μπορεί να 
παρατηρηθεί σε φυσιολογικές καταστάσεις όπως η εμβρυική ανάπτυξη αλλά συνδυάζεται 
κυρίως με την ανάπτυξη μίας σειράς παθολογικών καταστάσεων (σχήμα 1.1.). Συναντάται 
σε διαφορετικό βαθμό ανάλογα με το είδος του κάθε ιστού και αποτελεί άμεση συνέπεια 
ανεπαρκούς αγγείωσης (vascularization) σε σχέση με την απαιτούμενη ενέργεια για το 
δεδομένο ιστό (Brahimi-Horn et al. 2007). Η κατανόηση του μηχανισμού της απόκρισης του 
οργανισμού σε μειωμένη συγκέντρωση οξυγόνου (υποξία) σε μοριακό – κυτταρικό - ιστικό 
επίπεδο αποτελεί σήμερα τη βάση αναζήτησης τρόπων θεραπευτικής αντιμετώπισης 
παθολογικών καταστάσεων που σχετίζονται με την ιστική υποξία.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 1.1. Χαρακτηριστικά νοσήματα που συνδυάζονται με την υποξία (Brahimi-
Horn and Pouyssegur 2007) 
 
Σύμφωνα με μελέτες της τελευταίας δεκαετίας η μειωμένη παροχή οξυγόνου στους 
ιστούς κινητοποιεί διάφορους αντιρροπιστικούς μηχανισμούς οι οποίοι περιλαμβάνουν 
μεταβολές της λειτουργίας των κυττάρων, με επαγωγή γονιδίων στόχων από 
Ισχαιμικές 
Βλάβες
Καρκίνος 
Aθηροσκλήρυνση
Διαβήτης 
Χρόνια
Αποφρακτική
Πνευμονοπάθεια
Φλεγμονώδεις
Νόσοι
Προεκλαμψία 
Ψωρίαση 
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μεταγραφικούς παράγοντες. Στόχος των γονιδιακών αυτών επαγωγών είναι η προσαρμογή 
και επιβίωση των κυττάρων σε συνθήκες υποξίας. Ο κύριος διευθυντής αυτής της 
απόκρισης των κυττάρων στην υποξία και ταυτόχρονα ευαίσθητος αισθητήρας της 
συγκέντρωσης του οξυγόνου είναι ο μεταγραφικός παράγοντας που επάγεται από την 
υποξία HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor -1) (Semenza 2000; Semenza 2009). 
Ο HIF-1 είναι ένα ετεροδιμερές που αποτελείται από δύο πρωτεϊνικές υπομονάδες: 
τη συνεχώς εκφραζόμενη HIF-1β και την εξαρτώμενη από την ιστική συγκέντρωση 
οξυγόνου HIF-1α. Η μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 καταστέλλεται σε συνθήκες 
φυσιολογικής οξυγόνωσης των ιστών (νορμοξία), ενώ επάγεται σε συνθήκες στέρησης 
οξυγόνου (Brahimi-Horn and Pouyssegur 2009). Εκτός από την υποξία υπάρχει δυνατότητα 
ρύθμισης (αναστολής ή επαγωγής) του HIF-1 από μια σειρά χημικών ή βιολογικών 
παραγόντων. Η δυνατότητα ρύθμισης του HIF-1 (Wang et al. 1995; Bardos and Ashcroft 
2005) και μέσω αυτού της απόκρισης των κυττάρων στην υποξία τον έχει καταστήσει 
έγκυρο φαρμακευτικό στόχο για την αντιμετώπιση των προαναφερόμενων νοσημάτων και 
ιδιαίτερα του καρκίνου (Giaccia et al. 2003; Semenza 2006; Kizaka-Kondoh et al. 2009; 
Klausmeyer et al. 2009; Semenza 2009).  
Με την καθιέρωση του HIF-1 ως έγκυρου φαρμακευτικού στόχου ξεκίνησε η 
αναζήτηση μικρών μορίων-προδρόμων φαρμάκων για την αναστολή του. Η προσπάθεια 
αυτή οδήγησε στην ταυτοποίηση μιας σειράς in cellulo αναστολέων του HIF-1, φυσικής ή 
συνθετικής προέλευσης (Welsh and Powis 2003; Yeo, Chun et al. 2004; Nagle and Zhou 
2006), οι περισσότεροι από τους οποίους ωστόσο δεν προτάθηκαν για κλινικές δοκιμές 
λόγω φτωχών φαρμακευτικών ιδιοτήτων (π.χ μεταβολική αστάθεια, τοξικότητα). Το 
γεγονός αυτό έχει ως αποτέλεσμα, η ανεύρεση αναστολέων του HIF-1  με φαρμακευτικές 
ιδιότητες κατάλληλες για την παραγωγή νέων αντικαρκινικών φαρμάκων, να παραμένει 
επίκαιρο ερευνητικό ζήτημα.  
Τα φυσικά προιόντα, τα οποία έχουν αποτελέσει πηγή φαρμάκων για αιώνες 
(Karpozilos and Pavlidis 2004), παραμένουν εως σήμερα κύρια πηγή νέων βιοδραστικών 
ενώσεων, καθώς η ποικιλία στις χημικές δομές αλλά και η βιολογική σχετικότητα που 
προσφέρουν είναι αναντικατάστατη (Newman et al. 2003). Συγκεκριμένα όσον αφορά τον 
καρκίνο, σύμφωνα με στατιστικές τα εγκεκριμένα αντικαρκινικά φάρμακα έχουν βρεθεί να 
είναι σε ποσοστό μέχρι 60% είτε φυσικής προέλευσης ενώσεις, είτε ημι-συνθετικής 
βασισμένης σε κάποιο φυσικό προϊόν (πρότυπο). Σύμφωνα με τα δεδομένα αυτά, η αξία 
των παραδοσιακών θεραπευτικών δρογών και λοιπών φυσικών προιόντων για τη θεραπεία 
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του καρκίνου είναι ανεκτίμητη (Cragg and Newman 2005; Newman and Cragg 2007; 
Newman and Cragg 2009). 
Η απομόνωση ωστόσο των δραστικών ενώσεων από φυσικές πηγές, με σκοπό τη 
χρήση τους ως φάρμακα, εμφανίζει αρκετές δυσκολίες. Η διαδικασία της σταδιακής 
κλασμάτωσης καθοδηγούμενης από βιοδοκιμές (bioassay guided fractionation) (σχήμα 1.2.) 
που εφαρμόζεται για το σκοπό αυτό μέχρι σήμερα είναι αρκετά χρονοβόρα, δύσκολα 
αυτοματοποιείται και πολύ συχνά οδηγεί στην απομόνωση ήδη γνωστών ενώσεων 
(Rollinger et al. 2006). Η προσέγγιση της τυχαίας σάρωσης (random screening)  δεν είναι 
επίσης αποδοτική εφόσον από χιλιάδες ακόμα και εκατομμύρια ενώσεις που δοκιμάζονται 
αποκαλύπτονται μόνο μετρημένες δραστικές ενώσεις. Πέραν τούτου, ακόμα και αυτές οι 
ενώσεις, τα λεγόμενα hit, συχνά δεν είναι τελικά κατάλληλες και αξιοποιήσιμες για την 
ανάπτυξη ενός νέου φαρμάκου (Rapisarda et al. 2002; Tan et al. 2005). Οι αδυναμίες των 
τεχνικών αναζήτησης φυσικών βιοδραστικών ενώσεων είχαν ως αποτέλεσμα η δεξαμενή 
των φυσικών πηγών να παραμένει ακόμη σχεδόν ανέπαφη. Συγκεκριμένα εκτιμάται ότι 
μόνο το 5-10% των φυτών έχουν ελεγχθεί για κάποια βιολογική δραστικότητα. 
Κλασματοποίηση 
HPLC
Έλεγχος 
βιοδραστικότητας
Έλεγχος 
καθαρότητας
 
Σχήμα 1.2.  Γενικό σχήμα  απομόνωσης καθαρών φυσικών προϊόντων με σταδιακή 
κλασμάτωση καθοδηγούμενη από βιοδοκιμές (bioassay-guided fractionation). Συνήθως 
απαιτούνται πολλαπλοί κύκλοι κλασμάτωσης για την απομόνωση καθαρής ένωσης.    
Μια νέα τεχνική που βασίζεται στη χρήση μοριακώς αποτυπωμένων πολυμερών (ΜΙΡ), 
διαθέτει τις προϋποθέσεις για να προσφέρει στην αποτελεσματικότερη αναζήτηση και 
απομόνωση νέων βιοδραστικών ενώσεων από φυσικές πηγές. Με τη μοριακή αποτύπωση 
φυσικών υποστρωμάτων ή γνωστών αναστολέων συγκεκριμένων ενζύμων ή υποδοχέων, 
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είναι δυνατό να παρασκευασθεί η 3D συνθετική αναπαράσταση του ενεργού κέντρου τους. 
Το αποτύπωμα (“εκμαγείο”) μπορεί ακολούθως να χρησιμοποιηθεί για την αναγνώριση και 
απομόνωση βιοδραστικών ενώσεων για τη ρύθμιση των ενζύμων ή υποδοχέων στόχων. Η 
νέα αυτή τεχνική αξιοποιεί τη γνώση για τους μοριακούς μηχανισμούς μίας παθολογικής 
κατάστασης και επιτρέπει τη στοχευμένη απομόνωση νέων βιοδραστικών ενώσεων. Επίσης 
η εν λόγω τεχνική καθιστά δυνατή την αξιοποίηση των ήδη γνωστών in cellulo αναστολέων 
των μοριακών στόχων, οι οποίοι λόγω φτωχών φαρμακευτικών ιδιοτήτων δεν βρήκαν 
κλινικές εφαρμογές. Οι γνωστοί αναστολείς μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως 
υποστρώματα για τη σύνθεση των πολυμερών. O απώτερος στόχος της παρούσας διατριβής 
είναι η ανάπτυξη της τεχνικής αυτής, με παρασκευή μοριακών αποτυπωμάτων και 
εφαρμογή αυτών για την απομόνωση βιοδραστικών φυσικών ενώσεων για τη ρύθμιση της 
ανταπόκρισης των κυττάρων στην υποξία. 
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1.ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΟΥ ΠΕΔΙΟΥ 
 
1.1. Μεταγραφικός παράγοντας που επάγεται από την υποξία 
 
1.1.1. Δομή του HIF-1 
Ο HIF-1 είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας που εμφανίζεται μόνο στα μετάζωα. 
Ο παράγοντας αυτός είναι ένα ετεροδιμερές αποτελούμενο από μια α υπομονάδα και μια β 
υπομονάδα, γνωστές ως HIF-1α και ΗΙF-1β αντίστοιχα. Μελέτες της δομής του HIF-1 
έχουν δείξει ότι οι δύο υπομονάδες του περιέχουν δυο χαρακτηριστικές περιοχές: μία 
περιοχή με μοτίβο έλικας-θηλιάς-έλικας (bHLH: basic Helix-Loop-Helix) καθώς και την 
περιοχή PAS. Οι bHLH περιοχές είναι υπεύθυνες για το διμερισμό και την σύνδεση ενός 
μεγάλου αριθμού μεταγραφικών παραγόντων στο DNA. Η περιοχή ΡΑS περιέχει δύο 
εσωτερικές ομόλογες υποπεριοχές τις Α και Β που έχουν βασικά αμινοξέα και οι οποίες 
εμπλέκονται σε αλληλεπιδράσεις μεταξύ διαφόρων πρωτεϊνών. 
HIF-1α: Ο ΗΙF-1α είναι μία πρωτεΐνη 826 αμινοξέων η οποία εμφανίζει μέγεθος 
100-120 kDa κατά την ηλεκτροφόρηση της σε αποδιατακτική πηκτή (SDSPAGE). Στο 
αμινοτελικό του άκρο περιέχει μια περιοχή βασικών αμινοξέων (17-30) την  HLH 
(αμινοξέα 31-71) και την περιοχή PAS (αμινοξέα 85-298) με τις Α (85-158) και Β (228-
298) υποπεριοχές (Wang et al. 1995). Στο καρβοξυτελικό άκρο εντοπίζονται δύο περιοχές 
μεταγραφικής ενεργοποίησης, οι N-TAD (N-terminal transactivation, αμινοξέα 531-575) 
και C-TAD (C-terminal transactivation domain, αμινοξέα 786-826), καθώς επίσης και μια 
περιοχή η οποία είναι υπεύθυνη για την αποικοδόμηση του HIF-1α σε φυσιολογικές 
συνθήκες οξυγόνου (ΟDD: oxygen dependent degradation domain, αμινοξέα 401-603). 
Επιπλέον έχει βρεθεί ότι ο HIF-1α περιέχει δυο πιθανά σήματα πυρηνικού εντοπισμού 
(NLS: nuclear localization signals) (σχήμα.1.1.1. α.) (Kallio et al. 1998; Zagorska and 
Dulak 2004).  
ΗIF-1β: Ο ARNT περιέχει περιοχές bHLH και PAS, αλλά σε αντίθεση με τον HIF-
1α δεν έχει περιοχές ενεργοποίησης της μεταγραφής εκτός από μια περιοχή πλούσια σε 
γλουταμίνη (Q-rich) στο καρβοξυλικό άκρο του, η οποία μπορεί να ενεργοποιήσει τη 
μεταγραφική ενεργότητα των ομοδιμερών του ARNT (σχήμα.1.1.1.β.) (Sogawa et al. 
1995). Ο ARNT εκφράζεται συνεχώς στον πυρήνα και τα επίπεδά του, σε αντίθεση με τον 
HIF-1α, δεν επηρεάζονται από την υποξία.  
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Ετεροδιμερισμός και σύνδεση στο DNA: Προκειμένου ο HIF-1 να ενεργοποιήσει 
την μεταγραφή των γονιδίων στόχων του πρέπει να συνδεθεί σε μια περιοχή του DNA τους 
που είναι γνωστή ως HRE (Hypoxia Response Element). Τα HRE εντοπίζονται μέσα στους 
υποκινητές ή στους ενισχυτές (που βρίσκονται στο 5΄ ή στο 3΄ άκρο ή και στο εσωτερικό) 
των γονιδίων στόχων του HIF-1. Απαραίτητη προϋπόθεση για τη σύνδεση του HIF-1 στα 
HRE των γονιδίων στόχων του είναι ο ετεροδιμερισμός του HIF-1α με τον ARNT. Η bHLH 
μαζί με την PASA περιοχή είναι απαραίτητες για τον διμερισμό των δύο παραγόντων. 
Επιπλέον για τη σύνδεση του HIF-1 στο DNA απαιτούνται και οι δυο παραπάνω περιοχές 
αλλά φαίνεται πως η ύπαρξη ολόκληρης της PAS περιοχής οδηγεί στην βέλτιστη πρόσδεση. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 1.1.1. Δομή των HIF-1α (α) και HIF-1β (β) 
 
1.1.2. Ενεργοποίηση του HIF-1  
Η ρύθμιση του μεταγραφικού παράγοντα HIF-1 γίνεται μέσω της α-υπομονάδας 
του. Η υποξία αποτελεί τον σημαντικότερο ίσως ενεργοποιητή της πρωτεινικής υπομονάδας 
HIF-1α. Ο HIF-1α ωστόσο ενεργοποιείται και από χημικές ενώσεις, οι οποίες 
χαρακτηρίζονται ως μιμητές της υποξίας αλλά και βιολογικούς παράγοντες, όπως 
κυτοκίνες, ορμόνες, αυξητικοί παράγοντες, ογκογονίδια κ.α. 
  
1.1.2.1. Επαγωγή του HIF-1α από την υποξία  
Υπό φυσιολογικές συνθήκες Ο2 ο ΗΙF-1α ενώ μεταγράφεται και μεταφράζεται 
συνεχώς αποικοδομείται ταχύτατα (ημιζωή < 5 min). Στην υποξία η αποικοδόμηση του 
HIF-1α μέσω της 26S υπομονάδας του πρωτεοσώματος αναστέλλεται λόγω αναστολής της 
ουβικιτινίωσής του. Προϋπόθεση για την ουβικιτινίωση του HIF-1α αποτελεί η 
αλληλεπίδρασή του με την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη Von Hippel-Lindau (pVHL) προς 
α) 
β) 
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σχηματισμό του συμπλόκου της Ε3 λιγάσης (με τις πρωτεΐνες Elongin B, C, Cullin2 και 
RBX1). Η σύνδεση HIF-1α/VHL προϋποθέτει μια μεταμεταφραστική τροποποίηση, την 
υδροξυλίωση των προλινών στις θέσεις 402 και 564 του HIF-1α, η οποία καταλύεται από 
τις HIF-1α προλυλο-υδροξυλάσες. Η ενζυμική αντίδραση απαιτεί οξυγόνο (Ο2), σίδηρο 
(Fe
2+) και 2-κετογλουταρικό (Ivan et al. 2001). Σε υποξικές συνθήκες η υδροξυλίωση δεν 
συμβαίνει εξαιτίας μείωσης του οξυγόνου και o VHL δεν δεσμεύεται στον HIF-1α με 
αποτέλεσμα τη σταθεροποίηση του τελευταίου (σχήμα.1.1.2.) (Maxwell et al. 1999). 
Τα επίπεδα οξυγόνου πέρα από την σταθεροποίηση πρέπει να αναφερθεί ότι 
επηρεάζουν και την ενεργοποίηση του ΗΙF-1α. Η ενεργοποίηση του ΗΙF-1α εξαρτάται  από 
τις δύο περιοχές ενεργοποίησης της μεταγραφής, τη Ν-TAD και τη C-TAD, ο ρόλος των 
οποίων είναι η πρόσδεση των συνενεργοποιητών της μεταγραφής (CBP/p300, ο SRC-1 και 
ο ΤΙF-2) στον προαγωγέα των γονιδίων στόχων. 
 
 
Σχήμα 1.1.2. Επαγωγή του HIF-1α από την υποξία (Brahimi-Horn and Pouyssegur 
2006): Η υδροξυλίωση του HIF-1α παρουσία οξυγόνου από τις προλυλο-υδροξυλάσες (PHDs)  
επιτρέπει το σχηματισμό του συμπλόκου ουβικιτινιλίωσης, που περιλαμβάνει τον VHL και οδηγεί 
τον HIF-1α σε αποικοδόμηση στο πρωτεόσωμα. Επιπλέον η υδροξυλίωση της ασπαραγίνης  στη 
θέση 803 της C-TAD περιοχής από την FIH-1 καταργεί την δέσμευση της p300 στον HIF-1α με 
αποτέλεσμα να μένει μεταγραφικά ανενεργός. Απουσία οξυγόνου, οι PHDs δεν μπορούν να 
υδροξυλιώσουν τον HIF-1α και η πρωτεΐνη σταθεροποιείται, μετακινείται στον πυρήνα, δημιουργεί 
σύμπλοκο με τον ARNT και επάγει τη μεταγραφή των γονιδίων στόχων με τη συνεργασία των CBP 
/p300 και της RNA πολυμεράσης. Η μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 ενισχύεται από την 
αναστολή, απουσία οξυγόνου, της FIH-1.  
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 Η υδροξυλίωση της ασπαραγίνης  στη θέση 803 της C-TAD περιοχής καταργεί την 
δέσμευση της p300 στον HIF-1α με αποτέλεσμα να μένει μεταγραφικά ανενεργός. Η 
υδροξυλίωση αυτή γίνεται από την πρωτεΐνη FIH-1 (Factor Inhibiting HIF-1, παράγοντας 
αναστολής του HIF-1) η οποία (Mahon et al. 2001; Lando et al. 2002; Lando et al. 2002; 
McNeill et al. 2002) είναι επίσης μέλος της υπεροικογένειας των διοξυγενασών και απαιτεί 
για τη δράση της πέρα από μοριακό οξυγόνο, Fe+2, κετογλουταρικό καθώς και βιταμίνη C. 
Απουσία μοριακού οξυγόνου, το παραπάνω ένζυμο είναι ανενεργό με αποτέλεσμα τη 
δέσμευση της p300 στον HIF-1α και την μεταγραφική ενεργοποίηση αυτού. 
 
1.1.2.2. Επαγωγή του HIF-1α από χημικές ενώσεις 
(Δεσφεριοξαμίνη, Διμεθυλοξάλυλογλυκίνη, Κοβάλτιο, Φλαβονοειδή) 
 Όπως έχει ήδη αναφερθεί η αποικοδόμηση του HIF-1α μέσω της 26S υπομονάδας 
του πρωτεοσώματος εξαρτάται από τη δράση των προλυλο-υδροξυλασών. Υπόστρωμα των 
ενζύμων αυτών, εκτός από το μοριακό οξυγόνο αποτελεί ο Fe2+, το κετογλουταρικό και το 
ασκορβικό. Το γεγονός αυτό έχει ως αποτέλεσμα την αναστολή της δράσης τους και την 
επικείμενη σταθεροποίηση του HIF-1α από διάφορους χηλικούς παράγοντες, όπως η 
δεσφεριοξαμίνη (DFO), που εμφανίζουν δυνατότητα  δέσμευσης του Fe2+, αλλά και 
ανάλογα του υποστρώματος, όπως τη διμεθυλοξαλυλογλυκίνη (DMOG), η οποία 
αντικαθιστά το κετογλουταρικό παρεμποδίζοντας έτσι τη δράση των προλυλο-
υδροξυλασών. 
 Εκτός από τη δεσφεριοξαμίνη έχει παρατηρηθεί πως δισθενή μέταλλα όπως το 
κοβάλτιο και το νικέλιο προκαλούν επίσης επαγωγή του HIF-1α λόγω αναστολής της 
αποικοδόμησής του στο πρωτεόσωμα (Wang et al. 1995). Σύμφωνα με πρόσφατες μελέτες 
το κοβάλτιο μπορεί να ενωθεί απευθείας με τον HIF-1α στην ODD περιοχή της πρωτεΐνης 
εμποδίζοντας την υδροξυλίωση του (Yuan et al. 2003). Η υδροξυλίωση έχει αναφερθεί 
επίσης ότι παρεμποδίζεται από την ικανότητα του κοβαλτίου να μειώνει το ασκορβικό οξύ 
που είναι απαραίτητο για τη διατήρηση του σιδήρου των PHDs στην ενεργή Fe2+ μορφή 
του (Knowles et al. 2003; Salnikow et al. 2004). Ένας άλλος μηχανισμός δράσης του 
κοβαλτίου έγκειται στη δυνατότητα πρόσδεσής του στην κουλίνη 2 (Kanaya et al. 2002), η 
οποία είναι συστατικό του συμπλόκου της Ε3 λιγάσης της ουβικιτίνης, αναστέλλοντας έτσι 
τη δράση του συμπλόκου. Τέλος, έχει δειχθεί ότι το κοβάλτιο συμμετέχει στο σχηματισμό 
ROS και η επαγωγή του HIF-1α από το κοβάλτιο εξαρτάται από τα ROS  και από το 
μονοπάτι της PI3K (Chachami et al. 2004; Triantafyllou et al. 2006).       
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Τέλος επαγωγή του HIF-1α έχει διαπιστωθεί ότι προκαλείται και από φλαβονοειδή. 
Τα φλαβονοειδή είναι φυτικές πολυφαινόλες που περιλαμβάνονται στη διατροφή μας. Οι 
κύριες πηγές τους είναι τα φρούτα, τα λαχανικά, το κόκκινο κρασί και το τσάι. Στα 
φλαβονοειδή έχουν αποδοθεί ποικίλα χαρακτηριστικά, όπως αντιοξειδωτικές και 
αντικαρκινικές ιδιότητες, ικανότητα συμπλοκοποίησης μετάλλων, αναστολή ενζυμικών 
αντιδράσεων, καθώς επίσης αναστολή της ανάπτυξης πολλών νεοπλασματικών κυττάρων 
(Rice-Evans et al. 1996; Middleton et al. 2000). Αρχικά αναφέρθηκε η επαγωγή του HIF-1α 
από το φλαβονοειδές κερκετίνη, χωρίς να γνωστοποιηθεί παράλληλα ο μηχανισμός της 
επαγωγής αυτής (Wilson and Poellinger 2002). Στη συνέχεια αποδείχτηκε ότι αναστέλλει 
ειδικά την FIH-1, παρουσία περίσσειας σιδήρου, επηρεάζοντας τη μεταγραφική ενεργότητα 
του HIF-1α (Elkins et al. 2003), καθώς επίσης ότι σε χαμηλές συγκεντρώσεις είναι ειδικός 
αναστολέας κινασών, όπως της πρωτεϊνικής κινάσης C (PKC) και της κινάσης της 3-
φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης (PI3K) (Gamet-Payrastre et al. 1999; Williams et al. 2004), της 
κινάσης της κασείνης ΙΙ (Sarno et al. 2002; Li et al. 2009) και της κινάσης c-Jun N-terminal 
(JNK) (Yoshizumi et al. 2001). Σε μεταγενέστερες μελέτες προτάθηκε ως μηχανισμός 
επαγωγής του HIF-1α από την κερκετίνη η συμπλοκοποίηση του σιδήρου από την 
τελευταία (logK = 20) με αποτέλεσμα την αναστολή της υδροξυλίωσής του από τις 
προλυλο-υδροξυλάσες και της αποικοδόμησης του στο πρωτεόσωμα (Triantafyllou et al. 
2007). Ο μηχανισμός αυτός υποστηρίχθηκε από μεταγενέστερη μελέτη της ίδιας ομάδας, 
στην οποία αναφέρεται η επαγωγή του HIF-1α από τα ανάλογα της κερκετίνης: λουτεολίνη, 
φισετίνη και μπαϊκαλείνη τα οποία εμφανίζουν επίσης δυνατότητα συμπλοκοποίησης του 
σιδήρου (logK>20) (Triantafyllou et al. 2008).  
 
1.1.2.3. Αυξητικοί Παράγοντες/Κινάσες 
Εκτός από τις χημικές ενώσεις που θεωρούνται ότι μιμούνται την υποξία πολλοί 
βιολογικοί παράγοντες, όπως κυτοκίνες, ορμόνες, αυξητικοί παράγοντες, ογκογονίδια και 
ογκοκατασταλτικά γονίδια (Wenger 2002), έχει δειχθεί ότι επηρεάζουν την έκφραση του 
HIF-1α σε συνθήκες νορμοξίας. Η επίδραση διαφόρων αυξητικών παραγόντων έχει ως 
αποτέλεσμα την επαγωγή και ενεργοποίηση του HIF-1α σε φυσιολογικές συνθήκες 
οξυγόνου  λόγω αύξησης της πρωτεϊνικής σύνθεσης του HIF-1α, της μετάφρασης του 
mRNA του ή της μεταγραφικής του ενεργότητας. 
 Οι περισσότεροι από τους παραπάνω παράγοντες αυξάνουν την έκφραση του HIF-
1α μέσω μονοπατιών κινασών που σχετίζονται με ειδικούς για κάθε κύτταρο υποδοχείς. Οι 
αυξητικοί παράγοντες προσδένονται σε μεμβρανικούς υποδοχείς κινάσης τυροσίνης και η 
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πρόσδεση αυτή είναι το εναρκτήριο σήμα για μια σειρά διαδοχικών φωσφορυλιώσεων, η 
οποία έχει ως τελικό αποτέλεσμα την ενίσχυση του μεταφραστικού μηχανισμού του 
κυττάρου ή της μεταγραφικής ενεργοποίησης. Το κύριο σηματοδοτικό μονοπάτι που 
εμπλέκεται στη διαδικασία ενίσχυσης του μεταφραστικού μηχανισμού του κυττάρου είναι 
το μονοπάτι της PI-3K (κινάση της 3-φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης) (Jiang and Liu 2008; Jiang 
and Liu 2009) ενώ το σηματοδοτικό μονοπάτι που ενισχύει τη μεταγραφική ενεργοποίηση 
είναι το μονοπάτι των MAP κινασών (Bilton and Booker 2003). Το μονοπάτι των MAP 
κινασών (mitogen-activated protein) θεωρείται ότι συμμετέχει και στην ενίσχυση του 
μεταφραστικού μηχανισμού του κυττάρου, δρώντας με τον ίδιο μηχανισμό που δρα το 
μονοπάτι της 3-φωσφορικής ινοσιτόλης σε μικρότερο βαθμό. 
Η ενεργοποίηση του μονοπατιού των MAP κινασών σηματοδοτείται από την 
ενεργοποίηση των υποδοχέων της τυροσίνης, των RAS/RAF και ΜΕΚ κινασών. Οι 
σημαντικότερες MAP κινάσες που συμμετέχουν στη ρύθμιση του HIF-1α είναι η ERK1 
(p44) και η ERK2 (p42). Με πειράματα in vitro αλλά και in vivo έχει διαπιστωθεί ότι η 
μεταγραφική ενεργοποίηση του HIF-1α ενισχύεται από την απευθείας φωσφωρυλίωσή του 
από τις p42/44 κινάσες στις σερίνες των θέσεων 641, 643 (Richard et al. 1999) (Mylonis et 
al. 2006; Mylonis et al. 2008). Η φωσφορυλίωση στις θέσεις αυτές παρεμποδίζει την έξοδο 
του HIF-1α  από τον πυρήνα μέσω της εξπορτίνης CRM1. Συγκεκριμένα, δείχθηκε ότι ένα 
μη τυπικό, υδρόφοβο σήμα εξαγωγής από τον πυρήνα (NES) (ενοπισμένο στην περιοχή 
γειτνίασης των θέσεων φωσφορυλίωσης από τις p42/44 MAPK) αλληλεπιδρά με την 
εξπορτίνη CRM1 όταν τα γειτονικά κατάλοιπα Ser641-Ser643 δεν είναι φωσφορυλιωμένα 
(Mylonis et al. 2008). Η φωσφορυλίωση των καταλοίπων Ser641-Ser643 έχει ως 
αποτέλεσμα την απόκρυψη του γειτονικού NES από την CRM1 και επομένως την 
συσσώρευση του HIF-1α  στον πυρήνα, τον ετεροδιμερισμό του με τον ARNT και την 
ενεργοποίηση των γονιδίων στόχων της υποξίας (σχήμα.1.1.3.). Όσον αφορά τη ρύθμιση 
του HIF-1α από τις  MAP κινάσες σε επίπεδο μεταγραφικής ενεργοποίησης, έχει προταθεί 
και ένας δεύτερος μηχανισμός που συνίσταται στην ενίσχυση της αλληλεπίδρασής του με 
τους συνενεργοποιητές της μεταγραφής CBP/p300 (Norman et al. 1996). 
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Σχήμα 1.1.3. Ρύθμιση της μεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 μέσω του μονοπατιού 
των  MAPK (Mylonis et al. 2006). O HIF-1α εξέρχεται από τον πυρήνα μέσω ενός μηχανισμού 
που εξαρτάται από τη CRΜ1. Η φωσφορυλίωση του HIF-1α  στις σερίνες 641 και 643 μέσω των 
p42/44 MAPK έχει ως αποτέλεσμα την αναστολή της εξόδου του από τον πυρήνα. Έτσι ο HIF-1α 
συσσωρεύεται στον πυρήνα και ετεροδιμερίζεται με τον ARNT προς επαγωγή των γονιδίων 
στόχων. Η αλληλεπίδραση του HIF-1α  με τους συνενεργοποιητές της μεταγραφής CBP/p300 
ενισχύεται περαιτέρω μέσω φωσφορυλίωσης τους από τις MAPK. 
 
Το μονοπάτι της PI3K ενεργοποιείται από πληθώρα αυξητικών παραγόντων όπως η 
ινσουλίνη, ο IGF-1 και IGF-2, o EGF, ο PDGF και κάποιες κυτοκίνες (Jiang and Liu 2009). 
Η ακολουθία των φωσφορυλιώσεων που λαμβάνουν χώρα στην περίπτωση που ενέχεται το 
μονοπάτι της PI-3K  ξεκινά με ενεργοποίηση της  PI-3K, η οποία καταλύει τη 
φωσφορυλίωση φωσφολιπιδίων ινοσιτόλης, οδηγώντας σε ενεργοποίηση της πρωτεΐνης 
PKB/Akt. Η πρωτεΐνη PKB/Akt  δεν θεωρείται ότι φωσφορυλιώνει απευθείας τον HIF-1, 
αλλά ότι επιδρά έμμεσα στην αύξηση της έκφρασης του HIF-1α  μέσω της κινάσης mTOR 
(mammalian target of rapamycin). Η κινάση mTOR, μία κινάση σερίνης-θρεονίνης (επίσης  
γνωστή ως FRAP1) αποτελεί βασικό ρυθμιστή του μεταφραστικού μηχανισμού των 
πρωτεϊνών μέσω φωσφορυλίωσης πρωτεϊνών που αποτελούν σημεία κλειδιά στον έλεγχο 
της μετάφρασης όπως η πρωτεΐνη 4E-BP1 (Eukaryotic translation initiation factor 4E-
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:21:56 EET - 137.108.70.7
 29 
binding protein 1) και η ριβοσωμική πρωτεϊνική κινάση S6 (Hay and Sonenberg 2004; Koh 
et al. 2008). Η 4E-BP1 συνδέεται με τον παράγοντα ενεργοποίησης της μετάφρασης 4E 
(eIF4E) εμποδίζοντας με τον τρόπο αυτό τη συμμετοχή του στη δημιουργία του συμπλόκου 
έναρξης της μετάφρασης. Η φωσφορυλίωση της 4E-BP1 από την mTOR επιφέρει την 
απομάκρυνσή της από τον eIF4E και την ενεργοποίηση της μετάφρασης του mRNA (Inoki 
et al. 2005) (σχήμα.1.1.4.). Επιπλέον η φωσφορυλίωση της ριβοσωμικής πρωτεϊνικής 
κινάσης S6 προάγει τη μετάφραση mRNAs τα οποία έχουν στο 5΄άκρο τους περιοχή 4-14 
πυριμιδινών. Ένα τέτοιο mRNA είναι και του HIF-1α.  
Εκτός από την κινάση mTOR, η πρωτεΐνη PKB/Akt στοχεύει επίσης τις κινάσες 
GSK-3 (glycogen synthase kinase-3) και HDM2 (a human homologue of mouse double 
minute mdm2), επιδρώντας και μέσω αυτών στη ρύθμιση του HIF-1α. Συγκεκριμένα η 
κινάση της συνθάσης του γλυκογόνου-3 (GSK-3), μία κινάση σερίνης-θρεονίνης 
αποτελείται από τις ισομορφές GSK-3α (51kDa) και  GSK-3β (47kDa). Η πρωτεΐνη 
PKB/Akt έχει δειχθεί ότι φωσφορυλιώνει την GSK-3α στη Ser-21 και την GSK-3β στη Ser-
9 επιφέροντας έτσι την απενεργοποίηση της κινάσης συνθάσης του γλυκογόνου-3 (GSK-3) 
(Norman et al. 1996).  Η ενεργή GSK-3 φαίνεται να φωσφορυλιώνει τον HIF-1α σε τρία 
αμινοξικά κατάλοιπα της N-TAD περιοχής (Ser551, Thr555 και Ser589) (Flugel et al. 
2007). Η φωσφορυλίωση αυτή επιφέρει την αποικοδόμησή του HIF-1α στο πρωτεάσωμα 
μέσω ενός μηχανισμού ανεξάρτητου από το οξυγόνο και την pVHL (Mottet et al. 2003; 
Flugel et al. 2007). Η αδρανοποίηση της GSK-3 από την πρωτεΐνη PKB/Akt, έχει ως 
αποτέλεσμα την αναστολή της φωσφορυλίωσης του HIF-1α και της αποικοδόμησής του 
στο πρωτεάσωμα.   
Άλλες κινάσες που εμπλέκονται στη ρύθμιση του HIF-1α είναι η ΑΜPΚ (AMP-
activated kinase), η CK2  (casein kinase II), η CK1, η PKA (protein kinase A) και η PKC 
(Protein kinase C). Η κινάση CK1, σύμφωνα με πολύ πρόσφατα αποτελέσματα (Kalousi et 
al.), φωσφορυλιώνει τον HIF-1α στη Ser 247 του αμινοτελικού του άκρου, 
παρεμποδίζοντας την αλληλεπίδρασή του με τον ARNT και επιφέροντας κατά συνέπεια 
αναστολή της μεταγραφικής του ενεργότητας. Η κινάση της καζείνης 2 (CK2), φαίνεται να 
επηρεάζει θετικά τον HIF-1α ενισχύοντας την αλληλεπίδρασή του με τον συνενεργοποιητή 
της μεταγραφής CBP (Gradin et al. 2002; Lancaster et al. 2004; Cho et al. 2007) 
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Σχήμα 1.1.4. Ρύθμιση της σύνθεσης του HIF1-α από αυξητικούς παράγοντες μέσω των 
σηματοδοτικών PI3K και MAP μονοπατιών (Semenza 2003): Η PI3K ενεργοποιεί την 
κινάση σερίνης/θρεονίνης ΑΚΤ και μέσω αυτής την mΤΟR. Στο μονοπάτι των MAP κινασών η 
ERK, (extracellular signal-regulated kinase) η οποία ενεργοποιείται από την ΜΕΚ, ενεργοποιεί την 
ΜΝΚ κινάση. Η ERK και η mTOR φωσφορυλιώνουν την p70 S6 κινάση που φωσφορυλιώνει τη 
ριβοσωμική S6 πρωτεΐνη, προάγοντας τη μετάφραση mRNA του HIF-1α. Η ERK και η mTOR 
φωσφορυλιώνουν και την 4Ε-ΒΡ1 πρωτεΐνη. Η φωσφορυλίωση της 4E-BP1 επιφέρει την 
απομάκρυνσή της από τον eIF4E και την ενεργοποίηση της μετάφρασης του mRNA του 
HIF-1α.  Η ΜΝΚ φωσφορυλιώνει απευθείας τον eIF4E 
 
 
1.1.3. Γονίδια στόχοι του HIF-1  
Όπως έχει ήδη αναφερθεί το οξυγόνο είναι απαραίτητο για τη ζωή. Ο κύριος ρόλος 
του ατμοσφαιρικού οξυγόνου είναι να δρα ως αποδέκτης ηλεκτρονίων κατά την οξείδωση 
βιολογικών υποστρωμάτων, με την παραγωγή μεταβολικής ενέργειας ενώ επηρεάζει 
παράλληλα πολλές άλλες βασικές κυτταρικές λειτουργίες. Σε συνθήκες υποξίας, οι 
οργανισμοί έχουν ποικίλες αντιδράσεις για να επιβιώσουν. Η μειωμένη παροχή οξυγόνου 
στους ιστούς κινητοποιεί διάφορους αντιρροπιστικούς μηχανισμούς, τόσο κατά την οξεία 
όσο και κατά τη χρόνια στέρηση οξυγόνου από τα κύτταρα. Οι μηχανισμοί προστασίας 
συντελούνται, σε πρώτο στάδιο, στα μιτοχόνδρια, όπου οι αλλαγές που παρατηρούνται στη 
μεταφορά ηλεκτρονίων κατά την οξειδωτική φωσφωρυλίωση αποσκοπούν στην ελάττωση 
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της δημιουργίας ελευθέρων ριζών οξυγόνου και στη διατήρηση χαμηλής συγκέντρωσης 
κυτταροπλασματικού ασβεστίου. Παράλληλα ωστόσο, η χρόνια έλλειψη οξυγόνου 
κινητοποιεί πιο μόνιμες μεταβολές της λειτουργίας των κυττάρων, με επαγωγή γονιδίων 
στόχων από μεταγραφικούς παράγοντες. Στόχος των γονιδιακών αυτών επαγωγών είναι 
εκτός από την αυξημένη πρόσληψη και αναερόβια χρήση γλυκόζης, η αυξημένη 
ερυθροποίηση, η αγγειοδιαστολή και η αγγειογένεση ώστε να μεταφερθεί 
αποτελεσματικότερα το οξυγόνο στους περιφερικούς ιστούς (Ikeda 2005). Η εξαρτώμενη 
από την υποξία ρύθμιση των παραπάνω γονιδίων γίνεται σε μεταγραφικό επίπεδο μέσω του 
κύριου ρυθμιστή της απόκρισης στην υποξία, που είναι ο επαγόμενος από την υποξία 
μεταγραφικός παράγοντας HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 1.1.5. Γονίδια στόχοι του HIF-1. Ο HIF-1 ρυθμίζει τη μεταγραφή ενός ευρέου 
φάσματος γονιδίων τα οποία σχετίζονται με την αγγειογένεση, την ερυθροποίηση, τον μεταβολισμό, 
την κυτταρική επιβίωση και την απόπτωση,  
HIF
Ερυθροποίηση:
Ερυθροποιητίνη
Υποδοχέας τρανσφερίνης
Σερουλοπλασμίνη
Τρανσφερίνη 
Μεταβολισμός :
Γαλακτική αφυδρογονάση Α
Αλδολάση Α
Ενολάση 1
Εξοκινάση 1
Μεταφορέας γλυκόζης 1
Κινάση του 
φωσφογλυκερικού
Κυτταρική 
επιβίωση/Απόπτωση:
P21
IGF-BP 1,2,3
DEC-1
Κυκλίνη G2
Αγγειογένεση:
VEGF
Υποδοχέας VEGF
PAI-1
iNOS
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Αναλυτικότερα, ο HIF-1 ρυθμίζει τη μεταγραφή ενός ευρέου φάσματος γονιδίων 
(γύρω στα 100), περιλαμβάνοντας γονίδια που σχετίζονται με την αγγειογένεση, την 
ερυθροποίηση, τον μεταβολισμό, την κυτταρική επιβίωση και την απόπτωση 
(σχήμα.1.1.5.). Οι αποκρίσεις αυτές είναι απαραίτητες για την προσαρμογή των κυττάρων 
σε συνθήκες χαμηλής συγκέντρωσης οξυγόνου. Η έκφραση των παραπάνω γονιδίων 
επάγεται από τη ρυθμιστική υπομονάδα HIF-1α μέσω διμερισμού με τον ARNT ή HIF -1β 
και την επακόλουθη σύνδεσή του στα στοιχεία απόκρισης στην υποξία (HREs). Το τελικό 
αποτέλεσμα είναι η μεταγραφική ενεργοποίηση, η οποία ρυθμίζεται και από τον 
συνενεργοποιητή της μεταγραφής p300.  
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1.2. HIF-1α και καρκίνος 
 
1.2.1.Υποξική (ή μη) ενεργοποίηση του HIF-1 στον καρκίνο 
Η υποξία, μία μείωση στα φυσιολογικά επίπεδα της μερικής ιστικής πίεσης 
οξυγόνου, αποτελεί χαρακτηριστικό γνώρισμα πολών παθολογικών καταστάσεων όπως ο 
καρκίνος, οξείες και χρόνειες αγγειακές παθήσεις, πνευμονικές και άλλες. Συγκεκριμένα, 
όσον αφορά τον καρκίνο, εκτιμάται ότι σε ποσοστό 50-60% των στερεών όγκων (solid 
tumor) σχηματίζονται υποξικές ή ανοξικές περιοχές (Rankin and Giaccia 2008). Οι ακριβείς 
αιτίες που καθιστούν έναν καρκινικό όγκο υποξικό δεν έχουν μέχρι σήμερα αποσαφηνιστεί 
με ακρίβεια, έχουν ωστόσο προταθεί αρκετοί μηχανισμοί (Duffy et al. 2003). Ένας από 
τους επικρατέστερους μηχανισμούς δημιουργίας υποξικών συνθηκών στον καρκίνο 
προτάθηκε για  από τους Thomlinson και Gray (Brown and Giaccia 1998).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 1.2.1. Η υποξία στους όγκους (Carroll and Ashcroft 2005). Η ανάπτυξη των 
καρκινικών κυττάρων, λόγω ανεξέλεγκτου πολλαπλασιασμού σε μία απόσταση μεγαλύτερη των 
100 μm από τα αιμοφόρα αγγεία έχει ως αποτέλεσμα την ανεπαρκή οξυγόνωσή τους. 
Αιμοφόρο αγγείο
Φυσιολογικά 
κύτταρα
Κύτταρα 
όγκου
Φυσιολογικά 
κύτταρα
Νορμοξία Υποξία 
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Οι Thomlinson και Gray κατά την ιστολογική μελέτη πνευμονικού αδενοκαρκινώματος 
ανθρώπου, διατύπωσαν την άποψη ότι εξαιτίας της αυξανόμενης ανάπτυξής τους τα 
καρκινικά κύτταρα εκδιώχνονται σε μία απόσταση από τα αιμοφόρα αγγεία, η οποία 
ξεπερνά την περιοχή διάχυσης του οξυγόνου στους ιστούς. Συγκεκριμένα η απόσταση στην 
οποία διαχέεται το οξυγόνο γύρω από τα αιμοφόρα αγγεία δεν ξεπερνά τα 100-150μm 
(Brahimi-Horn et al. 2007). Η εκτόπιση των καρκινικών κυττάρων σε μία απόσταση 
μεγαλύτερη των 100-150μm από τα αιμοφόρα αγγεία έχει ως αποτέλεσμα τη μετατροπή 
τους σε υποξικά και εν τέλει σε νεκροτικά. Η προερχόμενη από τον εν λόγω μηχανισμό 
υποξία των καρκινικών κυττάρων έχει χαρακτηριστεί ως υποξία περιορισμένης διάχυσης 
(diffusion limited hypoxia). Σύμφωνα με ένα δεύτερο μηχανισμό, ο οποίος επιφέρει την 
αποκαλούμενη υποξία περιορισμένης αιμάτωσης ή οξεία υποξία,  οι όγκοι γίνονται υποξικοί 
γιατί τα νέα αιμοφόρα αγγεία που σχηματίζονται κατά την αγγειογένεση των όγκων είναι 
ατελή και δεν εξασφαλίζουν επαρκή ροή αίματος (Harris 2002; Carroll and Ashcroft 2005). 
Επιπλέον αρκετά είδη όγκων έχουν επιδείξει ανικανότητα στο να διατηρήσουν τα αιμοφόρα 
αγγεία τους σε λειτουργία με αποτέλεσμα να ενισχύονται περαιτέρω οι υποξικές συνθήκες. 
Οι μηχανισμοί δημιουργίας υποξικών συνθηκών που αναφέρθηκαν λαμβάνουν χώρα 
παράλληλα και θεωρείται μέχρι σήμερα ότι δρουν συνεργιστικά.  
Το γεγονός ότι στο 50-60% των στερεών όγκων (solid tumor) επικρατούν υποξικές 
εως ανοξικές συνθήκες σε συνδυασμό με το ότι η υποξία, όπως αναφέρθηκε στην 
παράγραφο 1.1.2. αποτελεί το κύριο ερέθισμα για την επαγωγή της ρυθμιστικής 
υπομονάδας HIF-1α έχει ως αποτέλεσμα ο HIF-1α να βρίσκεται σε αυξημένα επίπεδα στα 
περισσότερα είδη όγκων (σχήμα.1.2.2.). Παρόλα αυτά η υποξία δεν είναι το μόνο ερέθισμα 
που επάγει τον HIF-1α   και ενεργοποιεί τον HIF-1 στους όγκους. Γενετικές μεταβολές σε 
ογκογονίδια ή ογκοκατασταλτικά γονίδια που συμβαίνουν στα καρκινικά κύτταρα έχουν 
σαν αποτέλεσμα την επαγωγή του HIF-1α. Αναλυτικότερα, η επαγωγή του HIF-1α στους 
όγκους είναι δυνατό να προέρχεται από μεταλλάξεις που προκαλούν την ενεργοποίηση 
ογκογονιδίων όπως τα HER2, FRAP, HRAS και CSRC ή την καταστολή 
ογκοκατασταλτικών γονιδίων όπως τα VHL, PTEN και το p53 (Semenza 2002; Semenza 
2008). Επιπλέον η παραγωγή διαφόρων αυξητικών παραγόντων ή κυτοκινών όπως η 
ινσουλίνη, ο IGF (Insuline-like Growth Factor), o EGF (Epidermal Growth Factor) και η 
ιντερλευκίνη σε καρκινικά κύτταρα φαίνεται να επάγει τον HIF-1α με μηχανισμούς που 
περιγράφονται αναλυτικά στην παράγραφο 1.1.2.3. Τέλος στην υπερέκφραση του HIF-1α 
σε διάφορους τύπους καρκίνου θεωρείται πως εμπλέκονται οι ενεργές ρίζες οξυγόνου 
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(ROS) οι οποίες μπορούν αφενός να σταθεροποιούν το HIF-1α και αφετέρου να επάγουν τη 
μεταγραφική ενεργότητα του (Park et al. 2003). 
 
 
 
Σχήμα 1.2.2. Επαγωγή HIF-1α από την υποξία των καρκινικών όγκων (Brahimi-Horn 
and Pouyssegur 2006). Η ελλάτωση της  ιστικής μερικής πίεσης οξυγόνου με την αύξηση της 
μάζας των όγκων, λόγω απομάκρυνσης από τα αιμοφόρα αγγεία, έχει ως αποτέλεσμα την 
υπερέκφραση του HIF-1α και την επαγωγή του αγγειακού αυξητικού παράγοντα  VEGF  
 
 
1.2.2. Ρόλος του HIF-1 στον καρκίνο 
Η σύνδεση HIF-1/καρκίνου υποστηρίζεται σήμερα από πληθώρα μελετών (Semenza 
2010). Στα περισσότερα είδη καρκίνου έχει αναφερθεί υπερέκφραση της ρυθμιστικής 
υπομονάδας του HIF-1, HIF-1α, καθιστώντας πλέον τον HIF-1α σημαντικό βιολογικό 
μάρτυρα για την πρόγνωση του καρκίνου (Lu et al. 2006; Theodoropoulos et al. 2006; 
Dellas et al. 2008; Rasheed et al. 2009). 
 Αποτέλεσμα της δράσης του HIF-1 στον καρκίνο, είναι η αυξημένη επιθετικότητα 
των καρκινικών κυττάρων, καθώς επίσης και η αντίστασή τους στη χημειοθεραπεία. 
Σύμφωνα με κλινικά δεδομένα που προέκυψαν από ανοσοιστοχημικές μελέτες υπάρχει μία 
αξιοσημείωτη συσχέτιση ανάμεσα στην υπερέκφραση της ρυθμιστικής υπομονάδας HIF-1α 
και τη θνησιμότητα ασθενών με διάφορα είδη καρκίνου, όπως καρκίνος της ουροδόχου 
κύστης (Theodoropoulos et al. 2004), του μαστού (Vleugel et al. 2005; Kronblad et al. 
2006), του τραχήλου της μήτρας (Birner et al. 2000), του παχέος εντέρου (Schmitz et al. 
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2009), του οισοφάγου (Tzao et al. 2008), του λάρυγγα (Schrijvers et al. 2008), του 
πνεύμονα (Swinson et al. 2004), των οωθηκών, του ορθού, του προστάτη, του παγκρέατος 
κ.α. Η συσχέτιση προέκυψε ιδιαίτερα σημαντική στην περίπτωση ασθενών με καρκίνο του 
τραχήλου της μήτρας, του μαστού και του ενδομητρίου σε αρχικά στάδια (Semenza 2010). 
Ενώ η πρόγνωση του καρκίνου σε πρώιμο στάδιο έχει ως αποτέλεσμα κατά κανόνα 
αποτελεσματική θεραπεία, στην περίπτωση αυξημένων επιπέδων HIF-1α παρατηρήθηκε 
αυξημένη θνησιμότητα. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα αυτά, η ανοσοιστοχιμική ανίχνευση 
HIF-1α σε καρκίνους που βρίσκονται σε αρχικό στάδιο πιθανό να αποτελεί ένδειξη έντονα 
επιθετικού καρκίνου και να επισημαίνει την αναγκαιότητα μιας ανάλογης φαρμακευτικής 
αγωγής.  
Σημαντικά είναι και τα μέχρι σήμερα δεδομένα που συσχετίζουν την ενεργοποίηση 
του HIF-1 με αυξημένη αντίσταση των όγκων στη χημειοραδιοθεραπεία (Dewhirst et al. 
2007) (σχήμα.1.2.3.). Σε μελέτη που πραγματοποιήθηκε σε πενηντα δύο ασθενείς με 
καρκίνο του ορθού, οι οποίοι υποβλήθηκαν σε προεγχειριτική χημειοθεραπεία, τα επίπεδα 
της υπομονάδας HIF-1α συσχετίστηκαν με την ανθεκτικότητα των καρκινικών κυττάρων 
στη θεραπεία (Saigusa et al. 2010). Άμεση συσχέτιση επιπέδων HIF-1α και 
χημειοθεραπείας, όσον αφορά τον καρκίνο του ορθού, έχει αναφερθεί γενικότερα σε 
αρκετές περιπτώσεις (Liu et al. 2009; Korkeila et al. 2010; Toiyama et al. 2010). Ο 
ανασταλτικός ρόλος του HIF-1α στη χημειοθεραπεία υπογραμμίζεται επίσης σε 
περιστατικά καρκίνου του τραχήλου της μήτρας (Dellas et al. 2008), του οισοφάγου 
(Koukourakis et al. 2001) του πνεύμονα (Ou et al. 2009; Zhang et al. 2009), του πλακώδους 
επιθηλίου του φάρυγγα αλλά και σε ασθενείς με ολιγοδενδρογλοίωμα (Aebersold et al. 
2001).  
Η δεδομένη πλέον υπερέκφραση της υπομονάδας HIF-1α στα καρκινικά κύτταρα, η 
οποία σχετίζεται άμεσα με ανθεκτικότητα στη θεραπεία αλλά και σε αρκετές περιπτώσεις 
αυξημένη θνησιμότητα καθιστούν τον HIF-1 ως ένα από τους  εγκυρότερους  μοριακούς 
φαρμακευτικούς στόχους για την αντιμετώπιση του καρκίνου. Η αναστολή του, αναμένεται 
να συνεισφέρει τόσο στην καταστολή της ανάπτυξης των όγκων όσο και στην 
αποτελεσματικότητα της χημειοραδιοθεραπείας. 
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Σχήμα 1.2.3. Χαρακτηριστικά ενός υποξικού όγκου (Brahimi-Horn et al. 2007). Τα 
τριχοειδή αγγεία μεταφέρουν οξυγόνο στους ιστούς το οποίο διαχέεται μέχρι μια ορισμένη 
απόσταση με αποτέλεσμα η συγκέντρωσή του να ελαττώνεται με την απομάκρυνση από αυτά. Ως 
αποτέλεσμα τα αναπτυσσόμενα σε απόσταση μεγαλύτερη της περιοχής διάχυσης του οξυγόνου , 
καρκινικά κύτταρα καθίστανται υποξικά (ή νεκροτικά), επάγουν το HIF-1α και αντιστέκονται στη 
χημειοραδιοθεραπεία. 
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1.3. Αναστολή του HIF-1 μέσω μικρών μορίων / χημικών ενώσεων  
Όπως αναφέρθηκε αναλυτικά στο κεφάλαιο 1.2. ο μεταγραφικός παράγοντας ΗΙF-1 
αποτελεί έγκυρο μοριακό στόχο για την αντιμετώπιση του καρκίνου (Norman et al. 1996; 
Rapisarda et al. 2002; Giaccia et al. 2003; Kung et al. 2004; Brahimi-Horn et al. 2007; Shin 
et al. 2008; Manolescu et al. 2009; Nagle and Zhou 2009; Onnis et al. 2009). Οι 
θεραπευτικές προσεγγίσεις, που αναπτύσσονται μέχρι και σήμερα, στοχεύουν στην 
αναστολή της δράσης του με αρνητική ρύθμιση της έκφρασης της α υπομονάδας του ή  της 
μεταγραφικής του ενεργότητας. Ανάλογα με τον υποτιθέμενο μηχανισμό δράσης οι χημικοί 
αναστολείς του HIF-1 μπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε αναστολείς που ρυθμίζουν τα 
επίπεδα mRNA της πρωτεϊνικής α υπομονάδας του (λόγω μετάφρασης, μεταγραφής), 
αναστολείς που οδηγούν σε αποικοδόμηση της α υπομονάδας του, αναστολείς 
μεταγραφικής ενεργότητας και σύνδεσης με το DNA (σχήμα 1.3.1.). 
 
Σχήμα 1.3.1. Τρόποι αναστολής του HIF-1 για την αντιμετώπιση του καρκίνου (a - e): 
a) αναστολή πρωτεινικών αλληλεπιδράσεων b) αναστολή πρόσδεσης στο DNA c) ενεργοποίηση της 
αποικοδόμησης  d) αναστολή των σηματοδοτικών μονοπατιών (PI3K & MAPK)  e) αναστολή της 
συνοδού πρωτείνης HSP90 f) ενεργοποίηση της ογκοκατασταλτικής πρωτείνης p53 (Poon et al. 
2009)   
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:21:56 EET - 137.108.70.7
 39 
Το κύριο σηματοδοτικό μονοπάτι που εμπλέκεται στην ενίσχυση του 
μεταφραστικού μηχανισμού του κυττάρου είναι το σηματοδοτικό μονοπάτι της PI-3K. Το 
μονοπάτι αυτό ρυθμίζεται κυρίως από τις  κινάσες PI3K, AKT και mTOR. Αναστολή των 
κινασών αυτών έχει ως αποτέλεσμα την απενεργοποίηση του PI-3K σηματοδοτικού 
μονοπατιού και επομένως αναστολή της μετάφρασης του mRNA του HIF-1α. Ο 
μεταβολίτης βορτμαννίνη (wortmannin) και η συνθετική ένωση LY294002 έχει βρεθεί ότι 
αναστέλλουν την κινάση PI3K μέσω ATP ανταγωνιστικού μηχανισμού (Norman et al. 
1996; Walker et al. 2000; Giaccia et al. 2003; Mazure et al. 2003; Semenza 2003; Welsh 
and Powis 2003; Liu and Simon 2004). Η κινάση ΑΚΤ έχει βρεθεί ότι αναστέλλεται από 
την ουσία  τρισιριμπίνη (triciribine) και η mTOR από τις ενώσεις τεμσιρολίμους 
(temsirolimus), ευερολίμους (everolimus), ραπαμυκίνη (rapamycin), AP23573 και CCI-779 
(Del Bufalo et al. 2006; Wan et al. 2006).  Πέρα από τους αναστολείς του εν λόγω 
σηματοδοτικού μονοπατιού, άλλες ενώσεις συμπεριλαμβανομένων αναστολέων της 
τοποισομεράσης I και II (Rapisarda et al. 2004; Sapra et al. 2008), υποδοχέων κινάσης 
τυροσίνης (Laughner et al. 2001), ενεργοποιητών του p53, αναγωγάσης της θειορεδοξίνης 
(thioredoxin), καρδιακών γλυκοσίδων κ.α. έχει παρατηρηθεί ότι δρουν αρνητικά στη 
μετάφραση του mRNA του HIF1-α. Συγκεκριμένα, η τοποτεκάνη (topotecan), ανάλογο της 
καμποθεσίνης (camptothecin), η οποία αποτελεί αναστολέα της τοποισομεράσης I έχει 
βρεθεί ότι αναστέλλει τη μετάφραση του mRNA του HIF-1α (Rapisarda et al. 2004), ενώ 
ένας άλλος αναστολέας του ίδιου ενζύμου με καλύτερη φαρμακοκινητική, ο EZN-2208 
εμφανίζει έντονη αντικαρκινική δράση η οποία πιθανολογείται ότι συσχετίζεται με 
δυνατότητα αναστολής της μετάφρασης του mRNA του HIF-1α (Sapra et al. 2008). Οι 
καρδιακές γλυκοσίδες, φυσικές ενώσεις με καρδιοτονωτική δράση, αποτελούν μία 
ξεχωριστή κατηγορία χημικών ενώσεων που πρόσφατα αναφέρθηκε ότι επηρεάζουν τη 
μετάφραση του mRNA του HIF-1α. Η διγοξίνη (digoxin) θεωρείται ότι δρα μέσω ενώς 
μηχανισμού εξαρτώμενου από την mTOR κινάση ενώ ο μηχανισμός αναστολής από την 
στροφανθιδίνη (strophanthidin) δεν είναι ακόμη γνωστός (Zhang et al. 2008; Klausmeyer et 
al. 2009).  
Στους αναστολείς που ρυθμίζουν τα επίπεδα του mRNA του HIF-1α 
συγκαταλέγονται επίσης το ολιγονουκλεοτίδιο EZN-2968 και η αμινοφλαβόνη 
(Greenberger et al. 2008). Ο  EZN-2968 αποτελεί ένα εξαιρετικά ειδικό αναστολέα του 
HIF-1α, ο οποίος συνδέεται στο mRNA του, οδηγώντας σε μείωση των mRNA και 
πρωτεϊνικών κατ΄ακολουθία επιπέδων αυτού. Ο ακριβής μηχανισμός δράσης της 
αμινοφλαβόνης δεν είναι ακόμη γνωστός, ωστόσο έχει βρεθεί ότι μειώνει τα επίπεδα 
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mRNA του HIF-1α αναστέλλοντας έτσι τη δράση του. Η εν λόγω ένωση βρίσκεται στο 
στάδιο των κλινικών δοκιμών σε ασθενείς με μεταστατικό καρκίνο. Τέλος η ένωση PX-478 
ρυθμίζει αρνητικά τη δράση του HIF-1α με τρεις διαφορετικούς μηχανισμούς που αφορούν 
την έκφραση και σταθερότητά του (Brahimi-Horn and Pouyssegur 2006; Koh et al. 2008). 
Αναστολή του HIF-1α μπορεί να προκληθεί επίσης, από χημικές ενώσεις που 
προάγουν την αποικοδόμησή του. Η σταθερότητα του HIF-1α  εξαρτάται από την 
αλληλεπίδρασή του με τη μοριακή συνοδό πρωτείνη Hsp90.   Η αποικοδόμηση του HIF-1α 
στο πρωτεάσωμα  επάγεται από αναστολείς της μοριακής συνοδού πρωτείνης Hsp90, όπως 
η φυσικής προέλευσης ένωση γκελνταναμυκίνη (geldanamycin) και η ραδισικόλη 
(radicicol) (Isaacs et al. 2002; Neckers 2006). Aύξηση της αποικοδόμησής του HIF-1α είναι 
δυνατό να προέλθει και μέσω ενεργοποίησης των PHDs. Η ουσία κυκλοσπορίνη Α (CsA)  
που προκαλεί ενεργοποίηση των PHDs αλλά και συμπαράγοντες των PHDs, όπως είναι το 
ασκορβικό οξύ έχει βρεθεί ότι αναστέλλουν την επαγωγή των γονιδίων στόχων του HIF-1α 
(Yao et al. 2008; Manolescu et al. 2009). 
Στη ρύθμιση της μεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 σημαντικό ρόλο έχει η 
ενεργοποίηση του σηματοδοτικού μονοπατιού των MAP κινασών. Αναστολή της δράσης 
των κινασών ERK1 (p44) και  ERK2 (p42) έχει ως αποτέλεσμα την αναστολή της 
μεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1. Σύμφωνα με πρόσφατη μελέτη το φλαβονοειδές 
κερκετίνη πέρα από την αναστολή της κινάσης PI3K εμφανίζει δυνατότητα αναστολής 
μέσω ATP ανταγωνιστικού μηχανισμού και των p42/44 MAPK (Triantafyllou et al. 2008). 
Η αναστολή της φωσφορυλίωσης του HIF-1α από τις MAPK έχει ως αποτέλεσμα την έξοδό 
του από τον πυρήνα και την αναστολή της μεταγραφικής του ενεργότητας. Παρόμοια 
δράση εμφανίζουν και τα φλαβονοειδή λουτεολίνη, φισετίνη, μπαϊκαλεΐνη και καμφερόλη 
αλλά και ο συνθετικής προέλευσης αναστολέας PD98059.  Η αναστολή της μεταγραφικής 
ενεργότητας του HIF-1 είναι δυνατό να προέλθει εκτός από την αναστολή της 
φωσφορυλίωσής του από τις MAPK και από την παρεμπόδιση της αλληλεπίδρασής του με 
τον συνενεργοποιητή της μεταγραφής CBP/p300. Με το μηχανισμό αυτό έχει βρεθεί ότι 
ρυθμίζει αρνητικά τη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 η χετομίνη (chetomin), η οποία 
ωστόσο δεν μελετήθηκε περαιτέρω λόγω αυξημένης τοξικότητας (Kung et al. 2004). Τη 
μεταγραφική δράση του HIF-1 φαίνεται να παρεμποδίζει μέσω της αλληλεπίδρασής του 
HIF-1α - CBP/p300 και η ουσία μπορτεζομίμπ (bortezomib). Σε χαμηλές συγκεντρώσεις 
της τάξεως των nM  το μπορτεζομίμπ βρέθηκε να υποδαυλίζει την αλληλεπίδραση  HIF-1α 
- CBP/p300 ενισχύοντας τη σύνδεση του HIF-1α με τη FIH (Shin et al. 2008).   Με τον ίδιο 
μηχανισμό θεωρείται ότι δρα και το το YC-1, το οποίο έχει αναφερθεί επιπλέον να 
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αναστέλλει τη σύνθεση του HIF-1α μέσω του PI3K σηματοδοτικού μονοπατιού και να 
προάγει την αποικοδόμησή του (Kim et al. 2006; Brahimi-Horn and Pouyssegur 2009). 
Άλλες ενώσεις οι οποίες έχει βρεθεί ότι αναστέλλουν μέσω CBP/p300 τη μεταγραφική 
δράση του HIF-1, είναι οι φυσικής προέλευσης αναστολείς PX-12 και πλευροτίνη 
(pleurotin) της οξειδοαναγωγικής πρωτεΐνης θειορεδοξίνη-1 (thioredoxin-1) (Brahimi-Horn 
et al. 2007) (Welsh et al. 2003). Η θειορεδοξίνη-1 θεωρείται ότι ρυθμίζει θετικά τον HIF1-α 
ενισχύοντας την αλληλεπίδρασή του με τον CBP/p300. 
Τέλος η αναστολή της σύνδεσης του HIF-1 στα στοιχεία απόκρισης στην υποξία 
(DNA γονιδίων στόχων) είναι ένας επιπλέον μηχανισμός αρνητικής ρύθμισής του. Μέσω 
του μηχανισμού αυτού θεωρείται ότι δρα η εχινομυκίνη (echinomycin), φυσικής 
προέλευσης αντιβιοτικό, αλλά και οι ανθρακυκλίνες δοξορουβικίνη (doxorubicin) και 
νταουνορουβικίνη (daunorubicin) (Rapisarda et al. 2002; Mi et al. 2008).   
Οι περισσότερες από τις χημικές ουσίες στις οποίες οδήγησαν τα αποτελέσματα της 
έρευνας της διεθνούς επιστημονικής κοινότητας στο πεδίο εύρεσης αναστολέων του HIF1-
α  αναφέρονται αναλυτικά στον πίνακα 1.3.1. Αξίζει στο σημείο αυτό να αναφερθεί ότι, η 
ανεύρεση νέων αναστολέων του HIF-1 εξακολουθεί να αποτελεί καίριο φαρμακευτικό 
ζητούμενο, γιατί από τον μικρό σχετικά αριθμό των γνωστών ενώσεων, το μεγαλύτερο 
ποσοστό αποτελεί in cellulo αναστολείς, οι οποίοι δεν προτάθηκαν για κλινικές δοκιμές 
λόγω φτωχών φαρμακευτικών ιδιοτήτων (π.χ μεταβολική αστάθεια, τοξικότητα). 
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Πίνακας 1.3.1. Βασικές κυτταρικές διαδικασίες που ρυθμίζουν την έκφραση και την 
ενεργότητα του HIF-1 και παραδείγματα μικρών χημικών ενώσεων που τις 
διακόπτουν αναστέλλοντας τον HIF-1    
 
 
Κυτταρική 
διαδικασία 
Επίδραση στο 
HIF-1 
ΚΥΡΙΕΣ 
ΣΥΝΙΣΤΩΣΕΣ 
ΑΝΑΣΤΟΛΕΙΣ 
PI3K σηματοδότηση 
 
 
επαγωγή του 
HIF-1α 
PI3K  wortmannin , LY294002 
AKT Triciribine 
PDK SB203580 , NU6102 
mTOR 
Rapamycin , Everolimus,  
AP23573, CCI-779 
MAPK 
σηματοδότηση 
 
 
επαγωγή και 
ενεργοποίηση του 
HIF-1α 
 
ERK1/ERK2 
SB202190, SB203580, 
EGCG 
EGFR 
Gefitinib, erlotinib, 
quercetin 
HER2 Tyrphostin AG 825 
B-RAF AAL-881, LBT-613 
MEK-1/MEK-2 SL 327, U0126, PD 98059 
Πρωτεασωμική 
αποικοδόμηση 
αποικοδόμηση του 
HIF-1α 
26S proteosome 
MG-132, gliotoxin, 3,4-
diclorocoumarin, EGCG 
PHD CsA, Ascorbic acid 
Διμερισμός με HSP90 
σταθεροποίηση και 
ενεργοποίηση 
HSP90 
Geldamycin, radicicol, 
KF55823, Dimethyl-
bisphenol A 
Συμπλοκοποίηση με 
p300  
ενεργοποίηση p300- 
Chetomin 
PX12, Pleurotin 
bortezomib 
 
DNA δεσμευση 
 
ενεργοποίηση - 
YC-1, echinomycin, 
doxorubicin, daunorubicin   
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1.4. Μοριακή Αποτύπωση 
 
1.4.1. Ορισμός  
Η μοριακή αποτύπωση είναι μία νέα, ταχύτατα όμως αναπτυσσόμενη τεχνική 
για την παρασκευή συνθετικών μακρομορίων, μοριακώς αποτυπωμένων πολυμερών, 
που κατέχουν  τη δυνατότητα αναγνώρισης και επιλεκτικής συγκράτησης χημικών/ 
βιοχημικών ενώσεων με συγκεκριμένες, προκαθορισμένες φυσικοχημικές ιδιότητες 
(στερεοχημική διάταξη, μοριακός όγκος, ύπαρξη συγκείμενων λειτουργικών 
ομάδων). Η παραγωγή των μοριακών αποτυπωμάτων συνίσταται στη σύνθεση 
τρισδιάστατων πυκνά διασταυρωμένων  (highly cross-linked) πολυμερών  με νανο-
κοιλότητες ειδικές για την δέσμευση των μορίων-προτύπων. Οι νάνο-κοιλότητες 
διαμορφώνονται δια μέσου εγκλωβισμού των μορίων-προτύπων (templates) στην 
τρισδιάστατη δομή της ρητίνης. Έπειτα από την ολοκλήρωση της σύνθεσης τα 
πρότυπα απομακρύνονται από το πλέγμα αφήνοντας κοιλότητες-εκμαγεία με 
συμπληρωτική προς το πρότυπο δομή και λειτουργικότητα (functionality) (σχήμα. 
1.4.1.) (Cormack and Elorza 2004; Hongyuan and Kyung Ho 2006; Row 2006; Wei et 
al. 2006; Pichon 2007; Patek and Drew 2008; Schirmer and Meisel 2009). 
 
1.4.2. Ιστορική Αναδρομή 
Η πρώτη αναφορά που παραπέμπει σε πολυμερή μοριακής αναγνώρισης 
εντοπίζεται το 1931 και αφορά στο Ρώσο χημικό M.V. Polyakov (Polyakov 1931). Ο 
Polyakov δραστηριοποιηθηκε στο πεδίο ανεύρεσης νέων υλικών για εφαρμογή σε 
χρωματογραφικές τεχνικές, ασχολούμενος κυρίως με πηκτές πυριτίου. Συγκεκριμένα 
σε μία δημοσίευσή του το 1931 αναφέρει ότι κατα τον πολυμερισμό πυριτικού 
νατρίου σε νερό παρουσία ανθρακικού αμμωνίου και την προσθήκη στο στάδιο της 
ξήρανσης συγκεκριμένων ουσιών (βενζολίου ή τολουολίου), η σχηματιζόμενη πηκτή 
διοξειδίου του πυριτίου εμφάνιζε αυξημένη προσροφητική ικανότητα ως προς την 
ουσία που είχε προστεθεί κατά την ξήρανση σε σχέση με άλλες δομικά συγγενείς 
ουσίες. Παρόλο που οι παρατηρήσεις του δεν εντυπωσίασαν ιδιαιτέρως την 
επιστημονική κοινότητα, ο Polyakov συνέχισε τη συγκεκριμένη μελέτη εώς περίπου 
το 1950 (Polyakov et al. 1937; Vysotskii and Polyakov 1956). 
Την ίδια περίπου εποχή, ο Pauling μελετούσε το μηχανισμό της ανοσολογικής 
απόκρισης υποστηρίζοντας την κατευθυνόμενη θεωρία (instructional theory). Η 
θεωρία αυτή η οποία προτάθηκε αρχικά το 1930 από τους Breinl και Haurowitz, σε  
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Σχήμα 1.4.1. Σχηματική αναπαράσταση της αρχής μοριακής αποτύπωσης και 
εφαρμογής του πολυμερούς (Kandimalla and Ju 2004): στάδιο 1-διαμόρφωση 
συμπλόκου υποστρώματος /μονομερούς; στάδιο 2-πολυμερισμός παρουσία μονομερούς 
δικτύωσης προς σταθεροποίηση της γεωμετρίας των θέσεων δέσμευσης; στάδιο 3-
απομάκρυνση (ξέπλυμα) του υποστρώματος προς απελευθέρωση των θέσεων δέσμευσης; 
στάδιο 4-επαναδέσμευση του υποστρώματος  ή ομόλογων προς αυτό ενώσεων από διάλυμα 
 
αντίθεση με την επιλεκτική θεωρία (selective theory), υποστηρίζει ότι τα αντισώματα 
σχηματίζονται παρουσία αντιγόνων τα οποία λειτουργούν ως μόρια-οδηγοί (πρότυπα) 
για το σχηματισμό των αντισωμάτων. Ο Pauling διαφοροποιήθηκε όσον αφορά τη 
 
Μόριο προς αποτύπωση/
Υπόστρωμα
Λειτουργικά μονομερή, 
μονομερές δικτύωσης
Διαλύτης
Πολυμερισμός
Απομάκρυνση του 
υποστρώματος
Επιλεκτική 
επαναδέσμευση
Διαμόρφωση συμπλόκου 
μονομερούς-υποστρώματος
Πολυμερισμός γύρω από το 
υπόστρωμα
Μοριακώς Αποτυπωμένο 
Πολυμερές (MIP)
Επιλεκτική επαναδέσμευση 
υποστρώματος ή συγγενών 
μορίων
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θεωρία του υποστηρίζοντας ότι όλα τα αντισώματα αρχικά έχουν την ίδια δομή και 
ότι η παρουσία του αντιγόνου-οδηγού είναι αυτή που επάγει αλλαγές στη 
διαμόρφωση των αντισωμάτων ώστε τελικά να εμφανίζουν επιλεκτικότητα και 
εξειδίκευση ως προς το συγκεκριμένο αντιγόνο. Παρόλο που αργότερα η 
κατευθυνόμενη θεωρία αποδείχθηκε λανθασμένη, η πειραματική δουλειά του Pauling 
(Pauling and Campbell 1942) δεν παύει να αποτελεί τη βάση αυτού που σήμερα 
ονομάζεται βιο-αποτύπωση (bio-imprinting) (Mingarro et al. 1995; Dickert and 
Hayden 2002). 
Η δουλεία του Pauling συνεχίστηκε σε συνεργασία με το φοιτητή του Dickey 
με σκοπό τη σύνθεση "τεχνητών αντισωμάτων" (Dickey 1949). Η μέθοδός τους 
αφορούσε τον πολυμερισμό του διοξειδίου του πυριτίου παρουσία μίας 
χρωματισμένης ένωσης και κατόπιν απομάκρυνση της ένωσης και δοκιμή 
επαναπρόσληψής της από το πολυμερές. Μετά τους Pauling και Dickey αρκετοί 
ερευνητές ακολούθησαν τις μεθόδους τους και τα πολυμερή μοριακής αναγνώρισης 
άρχισαν να συγκεντρώνουν το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας. 
Τα συνθετικά οργανικά πολυμερή ωστόσο εισήχθησαν στην τεχνική της 
μοριακής αποτύπωσης αρκετά αργότερα, το 1972, από την ανεξάρτητη ερευνητική 
δραστηριότητα των Wulf και Klotz. Οι μελέτες του Wulf αφορούσαν κυρίως τη 
σύνθεση μοριακά αποτυπωμένων πολυμερών με βάση την ανάπτυξη ομοιοπολικών 
δεσμών μεταξύ του μορίου-οδηγού και των μονομερών (Wulff et al. 1973; Wulff et 
al. 1977). Η σχετικά έντονη ερευνητική δραστηριότητα στο πεδίο αυτό άρχισε να 
παίρνει διαστάσεις όταν στις αρχές τις δεκαετίας του ’80, ο Mosbach εισήγαγε την 
έννοια της μη-ομοιοπολικής αποτύπωσης. Το γεγονός αυτό αποδίδεται στο ευρύτερο 
φάσμα εφαρμογών της μη ομοιοπολικής αποτύπωσης. Οι Wulf και Mosbach 
θεωρούνται σήμερα οι θεμελιωτές της μοριακής αποτύπωσης οργανικών πολυμερών 
και σηματοδοτούν την έναρξη μιας "νέας εποχής" για τη μοριακή αποτύπωση. 
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Σχήμα 1.4.2. Αριθμός δημοσιεύσεων ανά έτος στο πεδίο της μοριακής 
αποτύπωσης για το χρονικό διάστημα 1931-2003 (Alexander et al. 2006) 
 
1.4.3. Μέθοδοι Μοριακής Αποτύπωσης 
Η μοριακή αποτύπωση πολυμερών, όπως ήδη αναφέρθηκε είναι μια τεχνική 
σύνθεσης πολυμερών τα οποία εμφανίζουν εξαιρετική αγχιστεία και επιλεκτική 
αναγνώριση ως προς συγκεκριμένα μόρια τα οποία έχουν χρησιμοποιηθεί ως μόρια-
οδηγοί (αποτυπωμένα μόρια) κατά τη σύνθεση της πολυμερικής μήτρας (Spivak 
2005). Η διαδικασία μοριακής αποτύπωσης που απεικονίζεται στο σχήμα 1.4.1. 
περιλαμβάνει τρία βασικά στάδια. Αρχικά, τα λειτουργικά μονομερή αλληλεπιδρούν 
με το προς αποτύπωση μόριο σχηματίζοντας το σύμπλοκο προς πολυμερισμό. Στη 
συνέχεια λαμβάνει χώρα πολυμερισμός παρουσία κατάλληλου μονομερούς 
δικτύωσης με αποτέλεσμα τα συνδεδεμένα με το μόριο-πρότυπο λειτουργικά 
μονομερή να παγιώνονται σε συγκεκριμένες θέσεις στη μάζα της σχηματιζόμενης 
πολυμερικής μήτρας. Μετά την ολοκλήρωση του πολυμερισμού πραγματοποιείται 
απομάκρυνση του προτύπου με χρήση κατάλληλου διαλύτη και απελευθερώνονται 
έτσι συμπληρωματικές (ως προς το μέγεθος, το σχήμα και τη λειτουργικότητα) προς 
το πρότυπο μόριο θέσεις δέσμευσης (Martin-Esteban 2001).  
 Ανάλογα με το είδος των αλληλεπιδράσεων μεταξύ του πρότυπου μορίου και 
των λειτουργικών μονομερών, διακρίνονται δυο βασικές κατηγορίες μοριακής 
αποτύπωσης, η ομοιοπολική (Rajkumar et al. 2007) και η μη-ομοιοπολική 
αποτύπωση (Mosbach and Haupt 1998; Spivak and Campbell 2001; Zhang et al. 
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2006; Okutucu et al. 2009). Ωστόσο, έχουν αναπτυχθεί και υβριδικές τεχνικές οι 
οποίες προσπαθούν να συνδυάσουν τα πλεονεκτήματα των δύο παραπάνω βασικών 
μεθόδων, στις οποίες περιλαμβάνονται η στοιχειομετρική μη-ομοιοπολική (Wulff and 
Knorr 2001) και η ημι-ομοιοπολική αποτύπωση (Caro et al. 2002; Cacho et al. 2006; 
Tamayo et al. 2007; Curcio et al. 2009). Εκτός από τις παραπάνω τεχνικές που είναι 
και οι πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες, έχουν αναπτυχθεί και άλλες, ανάλογα με το 
υπόστρωμα που πρόκειται να αποτυπωθεί και το είδος της εφαρμογής που πρόκειται 
να έχει το πολυμερές (Mayes and Whitcombe 2005). 
 
1.4.3.1. Ομοιοπολική Αποτύπωση 
 Κατά την ομοιοπολική αποτύπωση το ή τα λειτουργικά μονομερή 
αλληλεπιδρούν με το μόριο-πρότυπο με ομοιοπολικούς δεσμούς σε ένα πρωταρχικό 
ανεξάρτητο του πολυμερισμού στάδιο με αποτέλεσμα το σχηματισμό μιας παράγωγης 
ένωσης του μορίου-προτύπου που φέρει λειτουργικές (ικανές προς πολυμερισμό) 
ομάδες. Ο συμπολυμερισμός της παράγωγης ένωσης με το μονομερές δικτύωσης 
παρουσία του διαλυτικού μέσου/πορογενούς έχει ως αποτέλεσμα το σχηματισμό ενός 
πολυμερούς στο οποίο το μόριο-πρότυπο είναι ομοιοπολικά δεσμευμένο με την 
πολυμερική μήτρα. Η απομάκρυνση και επαναδέσμευση του μορίου προτύπου 
πραγματοποιείται με λύση και επανασχηματισμό του χημικού δεσμού  αντίστοιχα.  
 Στα πλεονεκτήματα της ομοιοπολικής μοριακής αποτύπωσης 
συγκαταλέγονται η δημιουργία ομοιόμορφων θέσεων δέσμευσης και η μεγάλη 
επιλεκτικότητα των πολυμερών αυτών ως προς το μόριο-πρότυπο. Τα 
χαρακτηριστικά αυτά των ομοιοπολικά αποτυπωμένων πολυμερών απορρέουν από 
την ισχυρή φύση και σταθερότητα των ομοιοπολικών δεσμών και τη στοιχειομετρική 
αναλογία στην οποία αναμιγνύονται το πρότυπο μόριο με το λειτουργικό μονομερές. 
Επιπλέον, η ομοιοπολική μοριακή αποτύπωση επιτρέπει τη χρήση ποικίλων 
συνθηκών πολυμερισμού όπως υψηλές θερμοκρασίες, πολικοί διαλύτες και ακραίες 
τιμές pH καθώς οι συνθήκες αυτές δεν μπορούν να αλλοιώσουν την ομοιοπολική 
σύνδεση μεταξύ του λειτουργικού μονομερούς και του πρότυπου μορίου. Ο λόγος 
ωστόσο για τον οποίο η ερευνητική κοινότητα οδηγήθηκε στην ανεύρεση και ευρεία 
χρήση της μη οποιοπολικής αποτύπωσης είναι οι σημαντικοί περιορισμοί στην 
εφαρμογή των ομοιοπολικά αποτυπωμένων πολυμερών αλλά και η πολυπλοκότητα 
της τεχνικής καθώς απαιτείται το στάδιο της χημικής σύνθεσης για το σχηματισμό 
του λειτουργικού παραγώγου του πρότυπου μορίου. Οι ενώσεις που μπορούν 
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συγκεκριμένα να αποτυπωθούν με τη τεχνική αυτή περιορίζονται σε αλκοόλες, 
διόλες, αλδεϋδες, κετόνες, αμίνες και καρβοξυλικά οξέα. Τέλος, η χρήση των 
ομοιοπολικά αποτυπωμένων πολυμερών δυσχεραίνεται περαιτέρω από την αργή 
κινητική δέσμευσης και αποδέσμευσης του προς αποτύπωση μορίου η οποία όπως 
ήδη αναφέραμε προϋποθέτει σχηματισμό και λύση του ομοιοπολικού δεσμού.  
 
1.4.3.2. Μη-Ομοιοπολική Μοριακή Αποτύπωση 
Στην τεχνική της μη-ομοιοπολικής μοριακής αποτύπωσης, ο σχηματισμός του 
προ-πολυμερισμού συμπλόκου μεταξύ του λειτουργικού μονομερούς και του 
πρότυπου μορίου βασίζεται στην ανάπτυξη μη-ομοιοπολικών δεσμών, κυρίως 
δεσμών υδρογόνου, π-π αλληλεπιδράσεων, δυνάμεων van der Waals αλλά και 
ηλεκτροστατικών. Ο σχηματισμός του συμπλόκου προς πολυμερισμό δε λαμβάνει 
χώρα σε ανεξάρτητο στάδιο αλλά πραγματοποιείται με απλή ανάμειξή του πρότυπου 
μορίου και του λειτουργικού μονομερούς παρουσία του μονομερούς δικτύωσης, στο 
μεσο/διαλύτη πολυμερισμού. Η απομάκρυνση του μορίου-οδηγού επιτυγχάνεται με 
πλύση με διαλύτη. 
Η μέθοδος της μη ομοιοπολικής αποτύπωσης είναι ίσως η ευρύτερα 
χρησιμοποιούμενη, γεγονός που οφείλεται τόσο στην απλότητα της εφαρμογής της 
όσο και στο ευρύ φάσμα των ενώσεων που μπορούν να αποτυπωθούν μη 
ομοιοπολικά με μια μεγάλη ποικιλία διαθέσιμων στο εμπόριο μονομερών. Επίσης το 
γεγονός ότι η αλληλεπίδραση του πρότυπου μορίου με το μονομερές οφείλεται σε μη 
ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις έχει ως αποτέλεσμα την γρήγορη δέσμευση και 
αποδέσμευσή του μορίου προτύπου και καθιστώντας δυνατή τη χρήση των 
πολυμερών αυτών σε ένα πλήθος εφαρμογών όπως για παράδειγμα στατικές φάσεις 
σε χρωματογραφικές τεχνικές και στήλες εκχύλισης στερεής φάσης, βιοαισθητήρες 
κ.α.  
Παρόλη την ευρεία χρήση τους τα μη ομοιπολικά αποτυπωμένα πολυμερή 
εμφανίζουν σημαντικά μειονεκτήματα, τα οποία συνοψίζονται κυρίως στη μειωμένη 
εκλεκτικότητα ως προς το μόριο πρότυπο και την περιορισμένη χωρητικότητα. 
Βασικός υπαίτιος για τα χαρακτηριστικά αυτά είναι η ετερογένεια στις θέσεις 
δέσμευσης των συντιθέμενων πολυμερών (Umpleby et al. 2001; Umpleby et al. 
2004), η οποία προκαλείται συνήθως από την περίσσεια στην οποία χρησιμοποιείται 
το λειτουργικό μονομερές ως προς το πρότυπο κατά την αντίδραση. Η ετερογένεια 
των θέσεων δέσμευσης έχει ως αποτέλεσμα το γρήγορο κορεσμό του συγκριτικά 
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χαμηλού ποσοστού των θέσεων δέσμευσης υψηλής συγγένειας (κατά την 
επαναδέσμευση του αποτυπωμένου μορίου) αλλά και την αναγνώριση συγγενών προς 
το μόριο πρότυπο ενώσεων από τις θέσεις δέσμευσεις χαμηλής συγγένειας. Τέλος η 
διατήρηση της σταθερότητας του προς πολυμερισμού συμπλόκου επιβάλλει τη χρήση 
σχετικά χαμηλών θερμοκρασιών και μη ισχυρών πολικών διαλυτών. Οι σχηματικές 
απεικονίσεις των δυο βασικών μεθόδων μοριακής αποτύπωσης δίνονται στο σχήμα 
1.4.3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 1.4.3. Σχηματική αναπαράσταση  ομοιοπολικής και μη ομοιοπολικής 
διαδικασίας  μοριακής αποτύπωσης (Mayes and Whitcombe 2005): Το προς 
αποτύπωση μόριο (template) διαθέτει τέσσερις λειτουργικές ομάδες (a-d). Οι ομάδες a & d 
συνδέονται με τα μονομερή με μη ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις (δεσμούς υδρογόνου και 
ιονικές αλληλεπιδράσεις αντίστοιχα). Στην περίπτωση αυτή θεωρείται ότι σχηματίζεται 
σύμπλοκο (self-assembly) μεταξύ μονομερών και υποστρώματος (template) το οποίο 
διασπάται εύκολα μετά την ολοκλήρωση του πολυμερισμού με απλή εκχύλιση. Οι ομάδες b 
& c του προς αποτύπωση μορίου σχηματίζουν ομοιοπολικούς δεσμούς με τα μονομερή.  Στην 
περίπτωση αυτή πραγματοποιείται σύνθεση ενός νέου μορίου άρα τροποποίηση της αρχικής 
ένωσης (covalent modification). Η απομάκρυνση και επαναδέσμευση του υποστρώματος 
πραγματοποιείται με λύση και επανασχηματισμό του χημικού δεσμού  αντίστοιχα.  
 
 
Λύση χημικού δεσμού
Εκχύλιση Διαλύτη
+ Υπόστρωμα
-Υπόστρωμα
Υπόστρωμα
Πολυμερισμός
Δημιουργία συμπλόκου/
Αυτό-οργάνωση
Μη ομοιοπολική σύνδεση
Σύνθεση μορίου προς αποτύπωση
(Ομοιοπολική σύνδεση)
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1.4.3.3. Στοιχειομετρική Μη-ομοιοπολική Μοριακή Αποτύπωση 
Ο όρος στοιχειομετρική μη-ομοιοπολική μοριακή αποτύπωση αναφέρεται 
στην περίπτωση της μη ομοιοπολικής αποτύπωσης κατά την οποία η σταθερά 
σύζευξης (Kass) του προς πολυμερισμού συμπλόκου μονομερούς-προτύπου είναι 
εξαιρετικά υψηλή (>103Μ-1), επιτρέποντας έτσι τη χρήση στοιχειομετρικής αναλογίας 
λειτουργικού μονομερούς/προτύπου και την σχεδόν πλήρη μεταξύ τους  σύζευξη. Η 
μέθοδος αυτή συνδυάζει τα πλεονεκτήματα της ταχείας απομάκρυνσης και 
επαναδέσμευσης της μη-ομοιοπολικής μεθόδου με την ακριβή τοποθέτηση των 
λειτουργικών ομάδων στη μάζα του πολυμερούς και την ομοιογένεια των θέσεων 
δέσμευσης  που χαρακτηρίζει την ομοιοπολική μοριακή αποτύπωση. Μειονέκτημα 
της τεχνικής αποτελεί το γεγονός ότι συνήθως απαιτείται η σύνθεση ειδικών 
μονομερών που να μπορούν να αντιδράσουν με το πρότυπο μόριο με πολλές 
λειτουργικές ομάδες έτσι η σταθερά σύζευξης να είναι της τάξεως του103Μ-1 και να 
μην απαιτείται προσθήκη περίσσειας μονομερούς για την μετατόπιση της ισορροπίας 
της αντίδρασης προς το σχηματισμό του συμπλόκου. 
 
1.4.3.4. Ημι-ομοιοπολική Μοριακή Αποτύπωση 
Η τεχνική αυτή αποτελεί υβρίδιο/συνδυασμό των τεχνικών ομοιοπολικής και 
μη ομοιοπολικής αποτύπωσης. Συγκεκριμένα κατά την ημι-ομοιοπολική αποτύπωση 
η αλληλεπίδραση του λειτουργικού μονομερούς με το πρότυπο προς σχηματισμό του 
προς πολυμερισμού συμπλόκου πραγματοποιείται δια μέσου ομοιπολικών 
αλληλεπιδράσεων, ενώ η επαναδέσμευση του προτύπου λαμβάνει χώρα μέσω μη 
ομοιοπολικών δυνάμεων.  Συγκεκριμένα μετά τη διεξαγωγή του πολυμερισμού και τη 
λύση του δεσμού για την απομάκρυνση του προτύπου (κυρίως μέσω υδρόλυσης), 
δημιουργούνται στη μάζα του πολυμερούς κατάλληλες θέσεις δέσμευσης ικανές να 
δεσμεύσουν το μόριο αποτύπωσης μέσω ανάπτυξης μη-ομοιοπολικών δεσμών. Η 
τεχνική αυτή συνδυάζει το πλεονέκτημα της ομοιογενούς κατανομής των θέσεων 
δεσμευσης και της επιλεκτικότητας της ομοιοπολικής αποτύπωσης με την γρήγορη 
και εύκολη επαναδέσμευση του προτύπου στα μη ομοιοπολικά αποτυπωμένα 
πολυμερή. Επιπλέον το αποτυπωμένο μόριο, που δεν απομακρύνεται από τη μάζα του 
πολυμερούς κατά τη λύση του δεσμού, παραμένει ομοιοπολικά συνδεδεμένο σε αυτή 
χωρίς να επιφέρει προβλήματα σταδιακής απομάκρυνσης (template bleeding) κατά τις 
διεργασίες εφαρμογής του πολυμερούς.  
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1.4.4. Παράγοντες που απαιτούνται για τη σύνθεση ενός πολυμερούς μοριακής 
αποτύπωσης και η επίδρασή τους στο τελικό προϊόν 
Για τη σύνθεση ενός μοριακά αποτυπωμένου πολυμερούς απαιτούνται πέντε 
βασικά συστατικά: το προς αποτύπωση μόριο, το λειτουργικό μονομερές, το 
μονομερές δικτύωσης, ο εκκινητής και ο διαλύτης/μέσο πολυμερισμού. Φυσικά 
ανάλογα με τις ανάγκες της κάθε σύνθεσης μπορεί να χρησιμοποιηθούν περισσότερα 
του ενός λειτουργικά μονομερή. Κάθε ένα από τα παραπάνω συστατικά, ανάλογα με 
τη χημική του δομή και τη συγκέντρωση στην οποία χρησιμοποιείται επιδρά στην 
ποιότητα του συντιθέμενου πολυμερούς (Lachova et al. ; Sibrian-Vazquez and Spivak 
2004; Mijangos et al. 2006). Σημαντικό ρόλο επίσης στην απόδοση των παραγόμενων 
πολυμερών παίζει η θερμοκρασία εκκίνησης του πολυμερισμού (Lu et al. 2004). 
Η κρισιμότητα του κάθε ενός από τους παραπάνω παράγοντες στην απόδοση 
μιας αποτύπωσης διαφέρει ανάλογα με την τεχνική αποτύπωσης που εφαρμόζεται. 
Για παράδειγμα ενώ η θερμοκρασία εκκίνησης του πολυμερισμού επηρεάζει 
σημαντικά τη σταθερότητα του προς πολυμερισμού συμπλόκου και επομένως την 
ποιότητα των πολυμερών στην περίπτωση της μη ομοιοπολικής αποτύπωσης, δεν έχει 
την ίδια επιρροή στην ποιότητα των ομοιοπολικά αποτυπωμένων πολυμερών λόγω 
της σταθερότητας των ομοιοπολικών δεσμών. Δεδομένου ότι η τεχνική της μη 
ομοιοπολικής αποτύπωσης είναι η ευρύτερα χρησιμοποιούμενη και αποτελεί επίσης 
και την τεχνική που επιλέχθηκε για τη διεξαγωγή της συγκεκριμένης μελέτης, ο 
ρόλος των παραμέτρων που αναφέρθηκαν στην απόδοση μιας αποτύπωσης θα γίνει 
για την περίπτωση των μη ομοιοπολικά αποτυπωμένων πολυμερών. 
 
1.4.4.1. Υπόστρωμα  
 Ως  υπόστρωμα αναφέρεται το μόριο το οποίο πρέπει να αποτυπωθεί 
(πρότυπο). Για να επιλεγεί ένα μόριο προς αποτύπωση πρέπει εκτός του να διαθέτει 
τουλάχιστον μία ομάδα μέσω της οποίας θα μπορέσει να αλληλεπιδράσει είτε 
ομοιοπολικά είτε μη ομοιπολικά με το λειτουργικό μονομερές, να έχει δομή σταθερή, 
καθορισμένη στο χώρο, χωρίς πολλά διαμορφομερή. Επίσης θα πρέπει να μην 
πολυμερίζεται και να μην υφίσταται χημικές τροποποιήσεις στις συνθήκες 
διεξαγωγής του πολυμερισμού. Τέλος σημαντική παράμετρο στην επιλογή του 
υποστρώματος αποτελεί αυτή της διαλυτότητας, καθώς το υπόστρωμα για να έρθει 
στην ίδια φάση με το μονομερές και να δημιουργήσει το προς πολυμερισμό 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:21:56 EET - 137.108.70.7
 52 
σύμπλοκο, πρέπει πρώτα να διαλυτοποιηθεί στο μέσο πολυμερισμού (πορογενές) 
(Cormack and Elorza 2004). 
 
1.4.4.2. Μονομερές  
 Το λειτουργικό μονομερές (σχήμα1.4.4.) είναι η ένωση που θα 
αλληλεπιδράσει με το   υπόστρωμα  δημιουργώντας το προς πολυμερισμό σύμπλοκο 
και στη συνέχεια θα πολυμεριστεί αποτελώντας το βασικό κορμό του 
σχηματιζόμενου πολυμερούς. Όσον αφορά τη δομή της, θα πρέπει να περιλαμβάνει 
τουλάχιστον ένα διπλό δεσμό απ’ όπου και θα πολυμεριστεί και τουλάχιστον μία 
χαρακτηριστική ομάδα έτσι ώστε να μπορεί να αλληλεπιδράσει με το υπόστρωμα. 
Είναι εμφανές ότι η λειτουργικότητα του μονομερούς πρέπει να είναι 
συμπληρωματική της λειτουργικότητας του πρότυπου μορίου (για παράδειγμα δότης - 
αποδέκτης δεσμών υδρογόνου), έτσι ώστε το μονομερές να μην πολυμεριστεί 
ανεξάρτητα και να εξασφαλιστεί η δημιουργία και απαιτούμενη σταθερότητα του 
σχηματιζόμενου συμπλόκου. Για το λόγο αυτό στην περίπτωση των μη-ομοιοπολικών 
αλληλεπιδράσεων χρησιμοποιούνται βασικά μονομερή (πχ. 4-βινυλοπυριδίνη, 2-
βινυλοπυριδίνη, 2-αλλυλαμίνη) για να αποτυπωθούν όξινα υποστρώματα και το 
αντίστροφο (πχ. μεθακρυλικό οξύ, π-βινυλοβενζοϊκό οξύ, τριφθορομεθακρυλικό οξύ 
κτλ) για βασικά υποστρώματα, ή ουδέτερα μονομερή (πχ. ακρυλαμίδιο, Ν,Ν’-δις-
ακρυλόυλ-διάμινο πυριδίνη, Ν-βινυλοπυρολιδόνη) όταν δεν απαιτούνται ιοντικές 
αλληλεπιδράσεις (He and Deng 2007) (σχήμα.1.4.4.). Σημαντικό είναι επίσης, στην 
περίπτωση όπου χρησιμοποιούνται περισσότερα του ενός λειτουργικά μονομερή 
(συμπολυμερισμός), να λαμβάνεται υπόψην η επιμέρους δραστικότητα (reactivity 
ratio) του κάθε μονομερούς (Kim and Spivak 2003). 
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Σχήμα 1.4.4. Χαρακτηριστικά μονομερή που χρησιμοποιούνται στην προσέγγιση 
της μη ομοιοπολικής αποτύπωσης. Όξινα; aI: μεθακρυλικό οξύ (MAA); aII: π-
βινυλβενζοικό οξύ; aIII: ακρυλικό οξύ (AA); aIV: ιτακονικό οξύ; aV: 2-(τριφλουορομέθυλ)-
ακρυλικό οξύ (TFMAA); aVI: ακρυλάμιδο-(2-μεθυλ)-προπανο σουλφονικό οξύ (AMPSA). 
Βασικά; bI: 4-βινυλοπυριδίνη (4-VP); bII: 2-βινυλοπυριδίνη (2-VP); bIII: 4-(5)-
βινυλιμιδαζόλιο; bIV: 1-βινυλιμιδαζόλιο; bV: αλλυλαμίνη; bVI: N,N-διεθυλαμινοαιθυλο- 
μεθακρυλαμίδιο (DEAEM), bVII: N-(2-αμινοαίθυλο)-μεθακρυλαμίδιο; bVIII: N,N-διαίθυλ-
4-στυρυλαμιδίνη; bIX: N,N,N,-τριμεθυλοαμινοαιθυλικός μεθακρυλικός εστέρας; bX: N-
βινυλοπυρολιδόνη (NVP); bXI: ουροκανικός αιθυλικός εστέρας. Neutral; nI: ακρυλαμίδιο; 
nII: μεθυλακρυλαμίδιο; nIII: 2-υδροξυαίθυλο μεθακρυλικός εστέρας (2-HEMA); nIV: τρανς-
3-(3-πυριδυλο)-ακρυλικό οξύ; nV: ακρυλονιτρίλιο (AN); nVI: μέθυλο μεθακρυλικός εστέρας 
(MMA); nVII: στυρένιο; nVIII: αιθυλοστυρένιο. 
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1.4.4.3. Αναλογία Υποστρώματος/Μονομερούς 
Σε αντίθεση με την περίπτωση της ομοιοπολικής αποτύπωσης όπου το 
λειτουργικό μονομερές με το υπόστρωμα αναμειγνύονται σε στοιχειομετρικές 
ποσότητες, στα μη ομοιοπολικά αποτυπωμένα πολυμερή η αναλογία στην οποία 
αναμιγνύονται τα δύο συστατικά παίζει ιδιαίτερα κρίσιμο ρόλο στην απόδοση της 
αποτύπωσης (O'Mahony et al. 2006; O'Mahony et al. 2006). Ενώ στην ομοιοπολική 
αποτύπωση η αντίδραση είναι εξ’ ολοκλήρου μετατοπισμένη προς τα προιόντα, στην 
μη ομοιπολική προσέγγιση αποκαθίσταται μία ισορροπία μεταξύ προϊόντων 
(σύμπλοκο προς πολυμερισμό) και αντιδρώντων (υπόστρωμα, μονομερές ) η οποία 
κυβερνάται από την αρχή του Le Chatelier.  
 
 
Σχήμα 1.4.5. Εξάρτηση της ετερογένειας των θέσεων δέσμευσης του πολυμερούς 
από την αναλογία υποστρώματος – μονομερούς (Rampey et al. 2004). Η αύξηση 
της ποσότητας μονομερούς (n) έχει ως αποτέλεσμα την μετατόπιση της ισορροπίας προς τα 
δεξιά και το σχηματισμό σημείων αναγνώρισης (κοιλοτήτων) υψηλής συγγένειας (binding 
affinity). Η παρουσία ωστόσο μονομερούς, απουσία υποστρώματος οδηγεί στο σχηματισμό 
μη ειδικών θέσεων δέσμευσης.  
 
Σύμφωνα με την αρχή του Le Chatelier προκειμένου να μετατοπιστεί η 
ισορροπία της αντίδρασης προς το σχηματισμό του συμπλέγματος υποστρώματος-
μονομερούς και να διασφαλιστεί αυξημένη παρουσία αρχικών συμπλεγμάτων θα 
πρέπει είτε το μονομερές, είτε το υπόστρωμα, να είναι σε περίσσεια. Δεδομένου ότι 
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βάση πειραματικών μελετών αύξηση της ποσότητας του υποστρώματος πέρα από το 
20% του μονομερούς δεν επιδρά θετικά στην δημιουργία περισσότερων 
συμπλεγμάτων, η συνήθης τακτική είναι να χρησιμοποιείται σε περίσσεια το 
λειτουργικό μονομερές (Spivak 2005). Η βέλτιστη αναλογία υποστρώματος 
/μονομερούς εξαρτάται από τη θερμοδυναμική της αντίδρασης και τον αριθμό των 
λειτουργικών ομάδων με τις οποίες συνδέεται το μονομερές στο υπόστρωμα. 
Προσθήκη περαιτέρω περίσσειας μονομερούς έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία μη 
ειδικών θέσεων δέσμευσης, αυξάνοντας την ανομοιογένεια των σημείων 
αναγνώρισης του τελικού πολυμερούς και μειώνοντας την απόδοση της αποτύπωσης 
(σχήμα.1.4.5.). Η βέλτιστη αναλογία για το κάθε σύστημα αποτύπωσης μπορεί να 
βρεθεί είτε πειραματικά, είτε με προκαταρκτική μελέτη της θερμοδυναμικής του 
σχηματισμού συμπλόκου με θερμιδομετρία ή in silico υπολογισμό της σταθεράς 
ισσοροπίας (Kim and Spivak 2003; Fish et al. 2005; Spivak 2005; Farrington and 
Regan 2007). 
 
1.4.4.4. Μονομερές Δικτύωσης 
 Το μονομερές δικτύωσης, σε αντίθεση με το λειτουργικό μονομερές είναι ένα 
πολυδραστικό μονομερές με περισσότερους από έναν διπλούς δεσμούς 
(σχήμα.1.4.6.), γεγονός που του δίνει τη δυνατότητα  να πολυμεριστεί προς 
περισσότερες από μία κατευθύνσεις και να επιφέρει την παραγωγή διασταυρωμένων 
και όχι γραμμικών πολυμερών. Ο ρόλος του μονομερούς δικτύωσης συνοψίζεται στη 
σταθεροποίηση της γεωμετρίας των θέσεων δέσμευσης του πολυμερούς, τη 
διασφάλιση της μηχανικής αντοχής και τέλος σε συνδυασμό με το μέσο/διαλύτη 
πολυμερισμού τη διαμόρφωση της κατάλληλης μορφολογίας (πορώδες) του 
πολυμερούς.  Ανάλογα με τη φύση του μονομερούς δικτύωσης οι παράμετροι αυτοί 
μεταβάλλονται επηρεάζοντας θετικά ή αρνητικά τη λειτουργικότητα του 
παραγόμενου πολυμερούς (Feng et al. 2008).  
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Σχήμα 1.4.6. Χημικές δομές χαρακτηριστικών μονομερών δικτύωσης που 
χρησιμοποιούνται στη σύνθεση MIP  
 
Πέρα από τη φύση του μονομερούς δικτύωσης, η απόδοση του συντιθέμενου 
πολυμερούς, επηρεάζεται σημαντικά και από την συγκέντρωση στην οποία αυτό 
χρησιμοποιείται και συγκεκριμένα την αναλογία του ως προς το λειτουργικό 
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μονομερές. Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία το μονομερές δικτύωσης δεν πρεπεί να 
προστίθεται στο μείγμα πολυμερισμού σε ποσοστό μικρότερο του 50-80% της  
% Λειτουργικό μονομερές
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Σχήμα 1.4.7. Προσδιορισμός βέλτισης αναλογίας λειτουργικού μονομερούς 
/μονομερούς δικτύωσης εκφρασμένης ως ποσοστό % (Spivak 2005). Αποτυπωμένα 
πολυμερή ως προς ανιλίδιο φαινυλαλανίνης (l-phenylalanine anilide) τα οποία 
παρασκευάστηκαν με διαφορετική αναλογία λειτουργικού μονομερούς/μονομερούς 
δικτύωσης αξιολογήθηκαν χρωματογραφικά προς προσδιορισμό της βέλτισης αναλογίας. 
Σύμφωνα με τον προσδιοριζόμενο παράγοντα διαχωρισμού (sepration factor, §1.5.5.1.) τα 
πολυμερή στα οποία το ποσοστό του λειτουργικού μονομερούς είναι περίπου στο 20% 
εμφανίζουν τη μεγαλύτερη εξειδίκευση προς το υπόστρωμά τους.  
 
συνολικής ποσότητας μονομερών (Spivak 2005). Στην περίπτωση που το ποσοστό 
του μέσου διασταύρωσης είναι μικρότερο δεν εξασφαλίζεται η μηχανική αντοχή του 
πολυμερούς και η σταθερότητα της γεωμετρίας των θέσεων δέσμευσης. 
Συγκεκριμένα ο υψηλός βαθμός δικτύωσης καθιστά τις μικροκοιλότητες του 
πολυμερούς ικανές να διατηρήσουν μετά την απομάκρυνση του προτύπου μία 
τρισδιάστατη δομή, συμπληρωματική του σχήματος και της χημικής 
λειτουργικότητας αυτού, με αποτέλεσμα οι λειτουργικές ομάδες να διατηρούνται στη 
βέλτιστη διαμόρφωση για την επαναδέσμευση του προτύπου (Hongyuan and Kyung 
Ho 2006). Στην περίπτωση πάλι που το χρησιμοποιούμενο ποσοστό μονομερούς 
δικτύωσης είναι πολύ μεγάλο η ποσότητα του λειτουργικού μονομερούς δεν θα είναι 
αρκετή για τη διαμόρφωση σταθερού συμπλέγματος υποστρώματος/μονομερούς προς 
πολυμερισμό.  
 Επιπλέον η ποσότητα στην οποία χρησιμοποιείται το μονομερές δικτύωσης, 
σε συνδυασμό με την ποσότητα στην οποία χρησιμοποιείται ο διαλύτης/μέσο 
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πολυμερισμού επηρεάζει την απόδοση της αποτύπωσης δρώντας καθοριστικά στη 
μορφολογία (πορώδες) του συντιθέμενου πολυμερούς. Ανάλογα με την ποσότητα 
στην οποία χρησιμοποιούνται τα συστατικά αυτά το προκύπτον πολυμερές μπορεί να 
έχει τη μορφή πηκτής, να είναι μακροπορώδες στερεό ή να είναι σκόνη μικροπηκτής. 
Στο σχήμα 1.4.8. παρουσιάζεται ένα διάγραμμα του μέσου διασταύρωσης σε 
συνάρτηση με την ποσότητα του διαλύτη πολυμερισμού (πορογενές) όπου 
διακρίνονται οι μορφές του πολυμερούς που σχηματίζεται. Οι περιοχές που ορίζονται 
στο διάγραμμα αυτό δεν έχουν αυστηρά καθορισμένα όρια και η έκτασή τους 
διαφέρει ανάλογα με το σύστημα στο οποίο αναφερόμαστε (Cormack and Elorza 
2004). Γενικά θεωρείται ότι όταν το μονομερές δικτύωσης ή το μέσο πολυμερισμού 
(πορογενές)  χρησιμοποιούνται σε ποσοστό μικρότερο του 5% ως προς τη συνολική 
μάζα του μείγματος πολυμερισμού, το πολυμερές δεν διαχωρίζεται σαν ξεχωριστή 
φάση κατά τη διάρκεια του πολυμερισμού, με αποτέλεσμα το σχηματισμό πηκτής 
(gel-type polymer) η οποία μετά την απομάκρυνση του διαλύτη μετατρέπεται σε 
άμορφο υαλώδες πολυμερές. Αυτά τα υλικά συνήθως έχουν μικρή ειδική  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 1.4.8. Διάγραμμα ψευδοφάσεων της μορφής του πολυμερούς που 
προκύπτει ανάλογα με την σχετική αναλογία πορογενούς-μέσου διασταύρωσης 
(Cormack and Elorza 2004) 
επιφάνεια εξαιτίας της στενής επαφής στην οποία βρίσκονται οι πολυμερικές 
αλυσίδες, παρουσιάζουν μεγάλη διόγκωση σε θερμοδυναμικά ευνοϊκούς διαλύτες και   
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κακές μηχανικές ιδιότητες κυρίως γιατί το μέσο διασταύρωσης δεν επαρκεί για να 
σταθεροποιήσει τις πολυμερικές αλυσίδες σε πλέγμα. Για τους λόγους αυτούς τα 
πολυμερή του τύπου αυτού έχουν βρει πολύ λίγες εφαρμογές. Σε σχετικά μεγαλύτερο 
ποσοστό μονομερούς δικτύωσης και/ή όγκο διαλύτη, η σχηματιζόμενη πολυμερική 
μήτρα είναι σε θέση να διαχωριστεί από το μέσο πολυμερισμού με αποτέλεσμα το 
σχηματισμό μακροπορώδων πολυμερών. Τα πολυμερή αυτά υπερτερούν ξεκάθαρα 
έναντι των πηκτών καθώς χαρακτηρίζονται από μόνιμη πορώδη μορφή ακόμη και σε 
ξηρή κατάσταση, εξαιρετικά υψηλότερη ειδική επιφάνεια και μηχανική αντοχή 
εξαιτίας του σταθερού πλέγματος που εξασφαλίζεται από το υψηλό ποσοστό 
μονομερούς δικτύωσης. Διατηρώντας την ποσότητα του μέσου διασταύρωσης υψηλή 
και αυξάνοντας την ποσότητα του πορογενούς σε ασυνήθιστη κλίμακα, μεταβαίνουμε 
στην περιοχή των πολυμερών με την μορφή σκόνης μικροπηκτής. Τα πολυμερή αυτά 
καταβυθίζονται με την μορφή σκόνης μόλις σχηματιστούν και συνήθως είναι 
μακροπορώδη. Τελευταία έχουν βρει αρκετές εφαρμογές καθώς με τη μέθοδο αυτή 
εξασφαλίζεται ο σχηματισμός ομογενών σωματιδίων εξαιρετικά μικρής 
διαμέτρου(Curcio et al. 2009; Gallego-Gallegos et al. 2010). 
 Το ευρύτερα χρησιμοποιούμενο μονομερές δικτύωσης είναι το αιθυλένο-
γλυκόλ-διμεθυλακρυλένιο (EDMA, σχήμα 1.4.6.xIII) γεγονός που οφείλεται στην 
πολικότητά του, τη θερμική σταθερότητα αλλά και στο γεγονός ότι το σχηματιζόμενο 
πλέγμα παρόλο που είναι σταθερό, δεν είναι άκαμπτο με αποτέλεσμα την ευκολότερη 
απομάκρυνση και προσέγγιση του υποστρώματος από και προς τα σημεία δέσμευσης.   
Αντίθετα το διβινυλοβενζόλιο (DVB, σχήμα 1.4.6. xI) είναι ένα μη πολικό μόριο το 
οποίο γενικά έχει την ικανότητα να παράγει πολύ σταθερά διακλαδισμένα πολυμερή. 
Το συγκεκριμμένο μονομερές δεν χρησιμοποιείται ευρέως γιατί η αυξημένη 
σταθερότητα του σχηματιζόμενου δικτύου φαίνεται να καθιστά δύσκολη έως αδύνατη 
την απομάκρυνση του υποστρώματος με αποτέλεσμα να μην ελευθερώνονται τα 
σημεία δέσμευσης. Ωστόσο υπάρχουν περιπτώσεις, όπου για το λόγο ότι η δέσμευση 
του υποστρώματος βασίζεται σε υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις, η χρήση του DVB 
επειφέρει καλύτερη συμπεριφορά από τα άλλα μέσα διασταύρωσης.   
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1.4.4.5. Μέσο Πολυμερισμού (Διαλύτης) 
 Ο πρωταρχικός ρόλος του διαλύτη πολυμερισμού σε ένα σύστημα προς 
αποτύπωση είναι να φέρει τα υπόλοιπα συστατικά (υπόστρωμα, λειτουργικό 
μονομερές, μονομερές δικτύωσης, εκκινητής) στην ίδια φάση. Για το λόγο αυτό 
απαραίτητη προϋπόθεση για τη χρήση ενός διαλύτη ως μέσο πολυμερισμού είναι η 
ικανότητά του να διαλύει τα υπόλοιπα συστατικά. Ωστόσο ο ρόλος του διαλύτη 
πολυμερισμού δεν περιορίζεται σε αυτή του την ιδιότητα. Όπως έχει ήδη αναφερθεί 
από τον όγκο του χρησιμοποιούμενου διαλύτη εξαρτάται σε σημαντικό βαθμό 
(σχήμα.1.4.8.) η μορφολογία/πορώδες και επομένως η απόδοση του παραγόμενου 
πολυμερούς (Turner et al. 2004; Haginaka et al. 2008).  Για το λόγο αυτό, το μέσο 
πολυμερισμού συνηθίζεται να αναφέρεται και ως πορογενές, καθώς επιφέρει το 
σχηματισμό των πόρων στην επιφάνεια του παραγόμενου πολυμερούς (σχήμα.1.4.9.). 
Πέρα από τον όγκο του πορογενούς σημαντικό ρόλο στο σχηματισμό του επιθυμητού 
πορώδους παίζει και η φύση αυτού. Πορογενή με μικρή διαλυτότητα τείνουν να 
διαχωριστούν αρκετά νωρίς από τη μάζα του σχηματιζόμενου πολυμερούς οδηγώντας 
σε υλικά με μεγαλύτερους πόρους και μικρότερη ειδική επιφάνεια. Αντίθετα ο 
διαχωρισμός των φάσεων, στην περίπτωση πορογενών με μεγαλύτερη διαλυτότητα 
συμβαίνει αργότερα με αποτέλεσμα το σχηματισμό, λιγότερο λειτουργικών, 
πολυμερών με μκρότερη διάμετρο πόρων και μεγαλύτερη ειδική επιφάνεια (μειωμένη 
ικανότητα πρόσβασης του υποστρώματος). Επιπλέον ο διαλύτης πρέπει με βάση την 
πολικότητά του και τη χημική του δομή να ενισχύει την αλληλεπίδραση 
υποστρώματος/μονομερούς και όχι να την ανταγωνίζεται (Kim and Guiochon 2005). 
Για παράδειγμα όταν το υπόστρωμα δύναται να αναπτύξει με το λειτουργικό 
μονομερές δεσμούς υδρογόνου, η αλληλεπίδραση και  σχηματισμός του συμπλόκου 
ευνοείται από μη πολικούς διαλύτες που δεν εμφανίζουν δυνατότητα ανάπτυξης 
δεσμών υδρογόνου. Αντίθετα όταν ο σχηματισμός του προς πολυμερισμού 
συμπλόκου βασίζεται σε υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις ενδείκνυται η χρήση ισχυρά 
πολικών διαλυτών όπως το νερό.  
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Σχήμα 1.4.9. Μοντέλο διαμόρφωσης της πορώδους δομής των μοριακά 
αποτυπωμένων πολυμερών (Spivak 2005): η πορώδης δομή των MIP προκύπτει από το 
σχηματισμό αρχικά μικρών πυρήνων διαμέτρου 10-30nm, οι οποίοι ακολούθως 
συσσωματώνονται διαμορφώνοντας μικροσφαίρες (100-200nm). Από τη διαδεχόμενη 
συσσωμάτωση των μικροσφαιριδίων αυτών προκύπτουν τα τελικά σωματίδια του 
πολυμερούς (μm)  
 
1.4.4.6. Θερμοκρασία/Εκκινητής 
Οι συνηθέστεροι εκκινητές που χρησιμοποιούνται στη μοριακή αποτύπωση 
αποτελούν χημικές ένωσεις οι οποίες κατά τη θερμική ή φωτοχημική διάσπασή τους 
παράγουν ελεύθερες ρίζες, που ξεκινούν τις αλυσιδωτές αντιδράσεις του 
πολυμερισμού. Στους ευρύτερα χρησιμοποιούμενους εκκινητές στο πεδίο αυτό 
συγκαταλέγονται οι ενώσεις ΑΙΒΝ (αζω-δις-ισοβουτυλονιτρίλιο) και το ABDV (αζω-
δις-διμεθυλοβαλερονιτρίλιο) ενώ λιγότερο συνηθισμένη είναι η χρήση οργανικών 
υπεροξειδίων όπως το βενζοϋλυπεροξείδιο (BPO) (σχήμα 1.4.10.). Ο εκκινητής δεν 
επηρεάζει άμεσα την διαδικασία της αποτύπωσης καθώς δεν μετέχει στον 
σχηματισμό και τη σταθεροποίηση των ενεργών κέντρων, η θερμοκρασία ωστόσο 
στην οποία διασπάται προκειμένου να ξεκινήσει ο πολυμερισμός έχει αποδειχθεί ότι 
κατέχει αρκετά σημαντικό ρόλο στην απόδοση των παραγόμενων πολυμερών. Γενικά 
όσο χαμηλότερη είναι η θερμοκρασία εκκίνησης του πολυμερισμού τόσο ευνοείται με 
βάση την αρχή του Le Chatelier ο σχηματισμός του συμπλόκου 
υποστρώματος/μονομερούς και επομένως η παραγωγή ενεργών κέντρων δέσμευσης.  
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Σχήμα 1.4.10. Συχνότερα χρησιμοποιούμενοι εκκινητές για την σύνθεση ΜΙΡ (i: 
αζω-δις-ισοβουτυλονιτρίλιο; AIBN, ii: αζω-δις-διμεθυλοβαλερονιτρίλιο; ABDV, iii 
:βενζοϋλυπεροξείδιο; BPO) 
 
1.4.5. Αξιολόγηση των Μοριακά Αποτυπωμένων Πολυμερών 
 Το πρώτο στάδιο μετά την ολοκλήρωση μιας σύνθεσης μοριακά 
αποτυπωμένου πολυμερούς, είναι η αξιολόγηση της ικανότητάς του να δεσμεύει το 
υπόστρωμά του επιλεκτικά. Για την αξιολόγηση της απόδοσης της μοριακής 
αποτύπωσης απαιτείται η σύνθεση ενός πολυμερούς αναφοράς (NIP) το οποίο έχει 
συντεθεί βάση του ίδιου ακριβώς πειραματικού πρωτοκόλλου με το αντίστοιχο MIP 
απουσία ωστόσο του πρότυπου μορίου. Για την εκτίμηση της απόδοσης μιας 
αποτύπωσης η ικανότητα του αποτυπωμένου πολυμερούς να επαναδεσμεύει το 
υπόστρωμά του  εκτιμάται συγκριτικά με το πολυμερές αναφοράς.  
Η αξιολόγηση αυτή δύναται να επιτευχθεί με περισσότερες των μία τεχνικών, 
οι κυριότερες από τις οποίες είναι η υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) 
(Andersson 2000; Lai et al. 2002; Lu et al. 2002; Sambe et al. 2006; Legido-Quigley 
et al. 2007; Schirmer and Meisel 2009) τα πειράματα στατικής 
επαναδέσμευσης/ισορροπίας (Batch rebinding), αλλά και η εκχύλιση στερεής φάσης 
(SPE) (de Barros et al. ; Martin-Esteban 2001; Molinelli et al. 2002; Tamayo et al. 
2007). Στις τεχνικές HPLC και SPE τα μοριακά αποτυπωμένα πολυμερή 
χρησιμοποιούνται ως στατική φάση και η απόδοση της μοριακής αποτύπωσης 
πιστοποιείται από την αυξημένη συγκράτηση του αποτυπωμένου μορίου στις στήλες 
(Augusto et al. ; da Silva et al. ; Andersson 2000; Baggiani et al. 2001; Beltran et al. 
2007; Beltran et al. 2008). Στα πειράματα στατικής επαναδέσμευσης (σχήμα.1.4.11.) 
προ-ζυγισμένη ποσότητα του μοριακά αποτυπωμένου πολυμερούς επωάζεται υπό 
ανάδευση με διαλύματα γνωστής συγκέντρωσης του πρότυπου μορίου μέχρι να 
επέλθει ισορροπία μεταξύ της υγρής και της στερεής φάσης. Ακολούθως 
i                                                ii                                            iii             
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προσδιορίζεται με κάποια αναλυτική τεχνική όπως η φασματοσκοπία ορατού-
υπεριώδους (UV-Vis) ή η χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) η συγκέντρωση 
του πρότυπου μορίου στο υπερκείμενο διάλυμα, F, και υπολογίζεται από τη διαφορά 
αρχικής και τελικής συγκέντρωσης η ποσότητα του προτύπου/υποστρώματος που 
δεσμεύτηκε από το πολυμερές, B.  
Υπόστρωμα
Αποτυπωμένο
πολυμερές
Δεσμευμένο
υπόστρωμα
Μη δεσμευμένο
υπόστρωμα
Επώαση Διήθηση  
 
Σχήμα 1.4.11. Σχηματική απεικόνιση  της αρχής αξιολόγησης πολυμερών με 
πειράματα στατικής επαναδέσμευσης/ισορροπίας (Garcίa-Calzόn and Dίaz-
Garcίa 2007) 
 
1.4.5.1. Χρωματογραφική αξιολόγηση 
Η χρωματογραφική αξιολόγηση μοριακά αποτυπωμένων πολυμερών  
συνίσταται στον προσδιορισμό του παράγοντα αποτύπωσης If (imprinting factor), ενώ 
η μέθοδος ενδείκνυται και για τον προσδιορισμό του παράγοντα διαχωρισμού a 
(separation factor) (Baggiani et al. 2000). Ο παράγοντας αποτύπωσης εκφράζει την 
ικανότητα επιλεκτικής επαναδέσμευσης του υποστρώματος από το αποτυπωμένο 
πολυμερές, ενώ ο παράγοντας διαχωρισμού εκφράζει την επιλεκτικότητα ενός MIP 
ως προς το υπόστρωμά του. Ο υπολογισμός των δύο αυτών αδιάστατων μεγεθών, 
πραγματοποιείται με προσδιορισμό του γνωστού χρωματογραφικού μέτρου 
συγκράτησης, παράγοντα χωρητικότητας (1), ο οποίος περιγράφεται εκτενέστερα 
στην παράγραφο 2.3.1.1.  
O
OR
t
tt
k

  
 
(1) 
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όπου tR ο χρόνος συγκράτησης του υποστρώματος στη στήλη και t0 ο χρόνος 
διέλευσης από τη στήλη μιας ουσίας που δεν αλληλεπιδρά καθόλου με την στατική 
φάση. 
Αναλυτικότερα, για τη χρωματογραφική αξιολόγηση μοριακά αποτυπωμένων 
πολυμερών χρησιμοποιείται ζεύγος όμοιων χρωματογραφικών στηλών HPLC. Η 
στατική φάση της μίας εκ’ των δύο στηλών αποτελείται από το προς μελέτη μοριακά 
αποτυπωμένο πολυμερές και η στατική φάση της άλλης από το αντίστοιχο τυφλό. Ο 
παράγοντας αποτύπωσης ορίζεται από το λόγο του παράγοντα χωρητικότητας του 
υποστρώματος στη στήλη του MIP, προς τον παράγοντα χωρητικότητας του 
υποστρώματος στη στήλη του NIP (εξίσωση 2). Όσο μεγαλύτερη είναι η τιμή του If 
για μία ένωση, τόσο ισχυρότερη είναι η ειδική αλληλεπίδρασή του με το MIP, η 
οποία οφείλεται στις ειδικές θέσεις δέσμευσης που προκύπτουν από την αποτύπωση 
του υποστρώματος.  
NIP
MIP
f
k
k
I 
   
Ο  παράγοντας διαχωρισμού α του υποστρώματος ως προς μία δεύτερη ένωση, 
εκφράζεται από το λόγο του παράγοντα χωρητικότητας του υποστρώματος k2, προς 
τον παράγοντα χωρητικότητας της ένωσης αυτής, k1 (3). Για τον υπολογισμό του 
παράγοντα διαχωρισμού χρησιμοποιούνται οι παράγοντες χωρητικότητας 
υποστρώματος και προς διαχωρισμό ένωσης για τη στήλη του αποτυπωμένου 
πολυμερούς. Κάθε τιμή μεγαλύτερη της μονάδας υποδεικνύει εκλεκτική δέσμευση 
του υποστρώματος. 
1
2
k
k
a 
 
Εναλλακτικά η επιλεκτικότητα ενός MIP προς το υπόστρωμά του, μπορεί να 
εκφραστεί από τον δείκτη συγκράτησης, RI (retention index),  ο οποίος υπολογίζεται 
βάση της εξίσωσης (4) (Weiss et al. 2001) 
mip
nip
a
a
RI   
 
 
 
(2) 
 
(3) 
 
(4) 
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1.4.5.2. Πειράματα Στατικής Επαναδέσμευσης 
Όπως ήδη αναφέρθηκε τα πειράματα στατικής επαναδέσμευσης είναι μία από 
τις επικρατέστερες τεχνικές για την αξιολόγηση των μοριακά αποτυπωμένων 
πολυμερών. Ο λόγος που η αξιολόγηση με τη μέθοδο αυτή έχει επικρατήσει 
σημαντικά έναντι άλλων, είναι ότι αποτελεί τη μοναδική τεχνική που παρέχει με ένα 
πείραμα, τρία διαφορετικά χαρακτηριστικά του πολυμερούς, τη σταθερά συγγένειας 
(Ka), τον αριθμό των θέσεων δέσμευσης (χωρητικότητα) του πολυμερούς (N) αλλά 
και το βαθμό ετερογένειας των θέσεων δέσμευσης (m). 
Για τον προσδιορισμό των παραπάνω χαρακτηριστικών μετά το πέρας του 
πειράματος διαμορφώνονται αρχικά οι ισόθερμες προσρόφησης για το αποτυπωμένο 
και το αντίστοιχο τυφλό πολυμερές. Ως ισόθερμη προσρόφησης ορίζεται η γραφική 
παράσταση της συγκέντρωσης της δεσμευμένης στη στερεή φάση ουσίας, B, 
συναρτήσει της συγκέντρωσης της ελεύθερης στο διάλυμα ουσίας, F. 
Αντιπαραθέτοντας γραφικά τις ισόθερμες δέσμευσης για το αποτυπωμένο και το 
αντίστοιχο τυφλό πολυμερές, αποτυπώνεται μια πολύ καλή πρώτη εικόνα για την 
απόδοση της αποτύπωσης. Συγκεκριμένα στην περίπτωση που η κλίση της ισόθερμης 
δέσμευσης ενός MIP είναι μεγαλύτερη από την κλίση της ισόθερμης δέσμευσης του 
αντίστοιχου NIP (σχήμα 1.4.12.) διεξάγεται το συμπέρασμα ότι έχει πραγματοποιηθεί 
επιτυχής αποτύπωση του πρότυπου μορίου. Όσο μεγαλύτερη είναι η απόκλιση των 
κλίσεων των δύο καμπυλών, τόσο μεγαλύτερη είναι η εξειδίκευση του αποτυπώματος 
προς το υπόστρωμα (imprinting efficiency). Από την ποσοτικοποίηση των ισόθερμων 
προσρόφησης με μαθηματικά μοντέλα, υπολογίζονται στη συνέχεια η σταθερά 
συγγένειας (Ka), η χωρητικότητα του πολυμερούς (N) αλλά και ο βαθμός  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:21:56 EET - 137.108.70.7
 66 
B
o
u
n
d
 (
B
)
Free (F)
Αποτυπωμένο πολυμερές
Τυφλό πολυμερές    
 
Σχήμα 1.4.12. Γραφική αναπαράσταση των ισόθερμων προσρόφησης για ένα 
αποτυπωμένο πολυμερές και το αντίστοιχο τυφλό (Spivak 2005): όπου Βound η 
ποσότητα του υποστρώματος που έχει δεσμευτεί από το πολυμερές και Free η τελική 
συγκέντρωση του υποστρώματος στο διάλυμα.   
 
ετερογένειας των θέσεων δέσμευσης (m). Τα κυριότερα μαθηματικά μοντέλα που 
χρησιμοποιούνται για την ποσοτικοποίηση των ισόθερμων προσρόφησης είναι τα 
μοντέλα διακριτής κατανομής Langmuir και bi-Langmuir και το μοντέλο συνεχούς 
κατανομής Freundlich (Lehmann et al. 2004). Στα μοντέλα διακριτής κατανομής 
(discrete binding models) θεωρείται ένας πεπερασμένος αριθμός διαφορετικών ειδών 
θέσεων δέσμευσης στο πολυμερές, με κάθε είδος να χαρακτηρίζεται από μια 
μοναδική σταθερά (σταθερά δέσμευσης, Ka). Αντιθέτως, στα μοντέλα συνεχούς 
κατανομής (continuous distribution models) τα πολυμερή θεωρείται ότι εμφανίζουν 
άπειρο αριθμό διαφορετικών ειδών θέσεων και ότι η κατανομή αυτών ακολουθεί μια 
συνεχή συνάρτηση (Wei et al. 2006).  
 
Μοντέλα Διακριτής Κατανομής Langmuir και bi-Langmuir 
Η ανάλυση της ισόθερμης προσρόφησης όταν χρησιμοποιούνται τα μοντέλα 
Langmuir και bi-Langmuir πραγματοποιείται μέσω του διαγράμματος Scatchard. Το 
διάγραμμα αυτό αποτελεί γραφική παράσταση του λόγου B / F συναρτήσει του B, 
όπου Β (bound) η ποσότητα του υποστρώματος που έχει δεσμευτεί από το πολυμερές 
και F (free) η τελική συγκέντρωση του υποστρώματος στο διάλυμα. Στην ιδανική 
περίπτωση της απόλυτα ομοιογενούς κατανομής των θέσεων δέσμευσης το 
διάγραμμα Scatchard θα πρέπει να πίπτει σε ευθεία γραμμή (εξίσωση 5). Η κλίση της 
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ευθείας θα ισούται με την αρνητική τιμή της σταθεράς δέσμευσης (-Ka) που 
χαρακτηρίζει το μοναδικό είδος θέσεων στο πολυμερές, ενώ η τετμημένη του άξονα χ 
θα ισούται με τον αριθμό των θέσεων δέσμευσης Ν. 
KBKN
F
B

 
Στην πραγματικότητα ωστόσο καθώς τα πολυμερή μοριακής αποτύπωσης 
χαρακτηρίζονται κυρίως από ετερογενείς θέσεις δέσμευσης (Karlsson et al. 2009), το 
διάγραμμα Scatchard δεν αποτελεί γραμμική ευθεία αλλά καμπύλη. Η ετερογένεια 
ωστόσο των θέσεων δέσμευσης των MIP μπορεί να αποδοθεί με την ανάλυση 
Scatchard χρησιμοποιώντας το μαθηματικό μοντέλο bi-Langmuir (εξίσωση 6) (Kim 
et al. 2006; Djozan and Baheri 2007; Curcio et al. 2009; Djozan et al. 2009). Με βάση 
το μοντέλο αυτό η καμπύλη Scatchard προσομοιάζεται από δύο ανεξάρτητες 
γραμμικές ευθείες κάθε μια από τις οποίες χαρακτηρίζεται από ένα ζεύγος τιμών N 
και K.  
FK
FKN
FK
FKN
B
2
22
1
11
11 



   
Οι ευθείες αυτές απεικονίζουν δύο συγκεκριμένα είδη θέσεων δέσμευσης, τις 
θέσεις δέσμευσης υψηλής συγγένειας (high affinity sites) και τις θέσεις δέσμευσης 
χαμηλής συγγένειας (low affinity sites). Η ευθεία με τη μεγαλύτερη κλίση αντιστοιχεί 
στις θέσεις υψηλής συγγένειας ενώ η ευθεία με την μικρότερη κλίση στις θέσεις με τη 
μικρότερη συγγένεια.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 1.4.13. Διάγραμμα Scatchard για αποτυπωμένο ως προς 9-ακέτυλο-αίθυλ-
αδενίνη πολυμερές (Umpleby et al. 2004) 
 
(5) 
 
(6) 
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Το μοντέλο bi-Langmuir, έχει βρει εξαιρετικά ευρεία εφαρμογή (De Smet et 
al. ; Tomioka et al. 1997; He et al. 2007; Xu et al. 2007; Sun et al. 2008) για το λόγο 
ότι παρέχει σχετικά εύκολα τον υπολογισμό των σταθερών N και K, τείνει ωστόσο να 
εγκαταλειφθεί καθώς βασίζεται σε μία σειρά παραδοχών οι οποίες κατά κανόνα δεν 
ανταποκρίνονται στην πραγματικότητα με αποτέλεσμα συχνές αποκλίσεις κατά τον 
υπολογισμό των σταθερών. Συγκεκριμένα το μοντέλο μπορεί να εφαρμοστεί μόνο 
όταν Κ2Ν2>>Κ1Ν1. Επίσης το μοντέλο αυτό ενδείκνυται για σχετικά ομοιογενή MIP 
τα οποία περιέχουν μία ή δύο διακριτές περιοχές θέσεων δέσμευσης, γεγονός που δεν 
ισχύει στις περισσότερες περιπτώσεις, καθώς όπως έχει δειχθεί τα πολυμερή 
μοριακής αποτύπωσης είναι ετερογενή συστήματα (Umpleby et al. 2004). Οι 
παραδοχές αυτές έχουν ως αποτέλεσμα διάφορες αποκλίσεις όπως για παράδειγμα ότι 
οι προκύπτουσες τιμές των σταθερών από το συγκεκριμένο μοντέλο εξαρτώνται από 
το εύρος της συγκέντρωσης για το οποίο εκτελούνται οι πειραματικές μετρήσεις ενώ 
θα έπρεπε να είναι σταθερές. Η μεταβλητότητα αυτή των σταθερών καθιστά ιδιαίτερα 
δύσκολη τη σύγκριση πολυμερών με το συγκεκριμένο μοντέλο, με πιθανώς  
αμφίβολα αποτελέσματα. Στην προσπάθεια ανεύρεσης νέων μοντέλων κατανομής για 
την αποφυγή τέτοιων αποκλίσεων αναπτύχθηκαν τα μοντέλα συνεχούς κατανομής, 
όπως το μοντέλο Freundlich (Rampey et al. 2004; Feng et al. 2008). 
 
Μοντέλο Συνεχούς Κατανομής Freundlich 
Το μοντέλο αυτό δέχεται ότι η ποσότητα του υποστρώματος (Β, μmol/g) που 
δεσμεύεται από το MIP  αποτελεί εκθετική συνάρτηση της ποσότητας του 
υποστρώματος που παραμένει αδέσμευτη (F, mol/l) (εξίσωση 7). Οι σταθεροί  
maFB   
συντελεστές a και m  της εξίσωσης (7) αποτελούν μέτρο της ικανότητας δέσμευσης 
του πολυμερούς. Ο συντελεστής a [μmol g-1 (mol l-1)-m] εξαρτάται από τη σταθερά 
συγγένειας (Ka) του πολυμερούς και τον αριθμό των θέσεων δέσμευσης Ν. Καθώς 
ωστόσο δεν μπορεί να διαχωριστεί ποσοτικά η επιμέρους συνεισφορά κάθε μίας από 
τις δύο σταθερές ο προ-εκθετικός συντελεστής σε αντίθεση με τον εκθετικό 
συντελεστή m δεν αποτελεί σταθερά ύψιστης σημασίας. Ο εκθετικός συντελεστής m 
γνωστός και ως δείκτης ετερογένειας των MIP αποτελεί μέτρο της 
ομοιογένειας/ετερογένειας των θέσεων δέσμευσης των πολυμερών και αποτελεί 
(7) 
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αδιάστατο μέγεθος. Η τιμή του κυμαίνεται από 0-1, με το 0 να αντιστοιχεί σε 
απόλυτα ετερογενή και το 1 σε πλήρως ομογενή κατανομή θέσεων δέσμευσης. 
Η εφαρμογή του μοντέλου Freundlich είναι ευκολότερη στη λογαριθμική 
μορφή της ισόθερμης προσρόφησης. Στη μορφή αυτή η γραφική παράσταση των 
τιμών log B συναρτήσει των τιμών log F αποτελεί γραμμική ευθεία, η κλίση της 
οποίας ισούται με m, ενώ η τετμημένη του άξονα y ισούται με logα (εξίσωση 8). Η 
μετατροπή της ισόθερμης  
aFmB logloglog     
προσρόφησης σε γραμμική, η οποία έχει βρεθεί να είναι αξιόπιστη όταν R2 > 0,95 
εμφανίζει αρκετά πλεονεκτήματα, όπως για παράδειγμα ότι απαιτούνται λιγότερα 
πειραματικά σημεία για τον ακριβή σχεδιασμό της και ότι διευκολύνει τον εντοπισμό 
πειραματικών σφαλμάτων σε σχέση με την εκθετική κατανομή (σημεία που 
αποκλίνουν από την ευθεία) αλλά και τη σύγκριση μεταξύ δύο πολυμερών. Καθώς 
ωστόσο η εξίσωση (8) δεν παρέχει άμεσα τις σταθερές Ν και Κa, ο Shimizu και οι 
συνεργάτες του ανάπτυξαν μια αναλυτική έκφραση (εξίσωση 9) για τον 
προσδιορισμό της κατανομής συγγένειας των θέσεων δέσμευσης ενός μοριακά 
αποτυπωμένου πολυμερούς για την οποία απαιτούνται μόνο οι σταθερές α και m.  
KmemamKN log303.22 )1(303.2)(   
Παρόλο που θεωρητικά η εξίσωση (9) επιτρέπει τον προσδιορισμό της κατανομής 
των θέσεων δέσμευσης σε οποιοδήποτε εύρος τιμών σταθερών δέσμευσης K, στην 
πράξη είναι έγκυρη μόνο σε ένα εύρος τιμών K, το οποίο ορίζεται από το εύρος 
συγκεντρώσεων στο οποίο διεξάγεται το πείραμα. Συγκεκριμένα η εξίσωση (9) 
εφαρμόζεται μεταξύ των ορίων Kmin και Kmax, όπου: Kmin = 1/Fmax & Kmax = 1/ 
Fmin, με Fmin και Fmax την ελάχιστη και μέγιστη συγκέντρωση της αδέσμευτης 
ουσίας στο διάλυμα. Η κατανομή συγγένειας των θέσεων δέσμευσης μπορεί να 
αναπαρασταθεί τόσο στην ημιλογαριθμική μορφή (Ν vs logK), όσο και στην 
λογαριθμική (logN vs logK). Η σύγκριση των κατανομών συγγένειας για δύο 
διαφορετικά πολυμερή διευκολύνεται οπτικά από την λογαριθμική γραφική 
αναπαράσταση καθώς αυτή αποτελεί μια γραμμική ευθεία. 
 Οι σταθερές Ν και Κ δεν υπολογίζονται από το μοντέλο Freundlich ως 
ανεξάρτητες τιμές, δεδομένου ότι το μοντέλο αυτό στηρίζεται στην ύπαρξη μιας 
συνεχούς κατανομής θέσεων δέσμευσης με διαφορετικές τιμές σταθερών δέσμευσης. 
Δύναται ωστόσο ο υπολογισμός του αριθμού θέσεων δέσμευσης για συγκεκριμένο 
(8) 
(9) 
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εύρος σταθερών δέσμευσης, 
21 KK
N  , καθώς και ο υπολογισμός μιας μέσης σταθεράς 
δέσμευσης, 
21 KKK 

, για το ίδιο εύρος, από τις εξισώσεις (10) και (11), αντίστοιχα. Η 
σύγκριση δύο πολυμερών βάση των σταθερών 
21 KK
N   και 21 KKK 

πρέπει για να είναι 
έγκυρη να πραγματοποιείται πάντα για το ίδιο εύρος συγκεντρώσεων. 
))(1( 21
2 mm KKmaN    
mm
mm
KK
KK
m
m
K






21
1
2
1
1
1
 
 
Ανεξάρτητα από το επιλεγόμενο μοντέλο κατανομής, από τα αποτελέσματα 
ενός  πειράματος επαναδέσμευσης μπορεί να υπολογιστεί ο  παράγοντας αποτύπωσης 
ενός πολυμερούς If (εξίσωση 12) αλλά και ο παράγοντας ειδικής εκλεκτικότητας S 
(specific selectivity factor) ως προς μία δεύτερη, διαφορετική του υποστρώματος 
ένωση (εξίσωση 14) (Spivak 2005). Ο παράγοντας αποτύπωσης υπολογίζεται από το 
λόγο των συντελεστών κατανομής Κp (partition coefficient) του υποστρώματος στις 
δύο φάσεις, πολυμερούς και διαλύματος. Ο συντελεστής κατανομής του 
υποστρώματος στις δύο φάσεις δίνεται από το λόγο της δεσμευμένης στη στερεή 
φάση/πολυμερές συγκέντρωσης (B) προς τη συγκέντρωση του υποστρώματος στο 
διάλυμα  (F). 
NIP
MIP
p
p
f
K
K
I   
όπου                                                   F
B
K p   
2
1
f
f
I
I
S 
 
 
 
 
 
 
(10) 
(11) 
 
(12) 
 
 (13) 
 
 (14) 
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1.4.6. Εφαρμογές Μοριακά Αποτυπωμένων Πολυμερών 
 Στις μέρες μας τα μοριακά αποτυπωμένα πολυμερή έχουν βρεί πολλές 
εφαρμογές σε τομείς της χημείας, της βιοχημείας και της βιοτεχνολογίας. Η 
πλειοψηφία των μοριακά αποτυπωμένων πολυμερών χρησιμοποιείται είτε σε 
αναλυτικές τεχνικές όπως η υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης και η εκχύλιση 
στερεής φάσης κυρίως για λόγους απομόνωσης και καθαρισμού, είτε στη θέση 
φυσικών βιολογικών υποδοχέων, είτε στην αναζήτηση φαρμάκων (Kandimalla and Ju 
2004). 
 
1.4.6.1.Συνθετικοί Υποδοχείς  
 Βασικοί παράγοντες βιοαναγνώρισης όπως αντισώματα και ένζυμα, έχουν 
χρησιμοποιηθεί ευρέως στην αναλυτική βιοχημεία, σε βιοαισθητήρες, για την 
παρασκευή διαγνωστικών kit και σε άλλες εφαρμογές ως υλικά ανίχνευσης 
συγγένειας. Τα μόρια αυτά ενώ χαρακτηρίζονται από εξαιρετική εξειδίκευση προς το 
υπόστρωμά τους, είναι παράλληλα εξαιρετικά ευαίσθητα και ασταθή. Επιπλέον η 
παραγωγή τους, τις περισσότερες φορές είναι δύσκολη, εξαιρετικά χρονοβόρα ενώ 
στην περίπτωση των αντισωμάτων προυποθέτει τη χρήση πειραματόζωων. Μία άλλη 
τροχοπέδη στην χρήση αντισωμάτων και ενζύμων είναι το κόστος και ο βαθμός 
δυσκολίας της διαδικασίας καθαρισμού τους. Επίσης η χρήση τους από τη στιγμή που 
θα παρασκευαστούν είναι εξαιρετικά περιορισμένη καθώς είναι δυνατό να 
απωλέσουν τη λειτουργικότητα τους μετά τις πρώτες μόλις εφαρμογές γεγονός που 
οδηγεί σε περιορισμένη επαναληψιμότητα και αυξημένο επιπλέον κόστος. 
Συγκεκριμένα στην περίπτωση των βιοαισθητήρων ανασταλτική παράμετρο στην 
ευρύτερη αποδοχή και χρήση τους αποτέλεσε το γεγονός της περιορισμένης 
σταθερότητας των βιολογικών παραγόντων που χρησιμοποιήθηκαν. 
 Για τους λόγους που μόλις αναφέρθηκαν ο σχεδιασμός και η σύνθεση 
τεχνητών υποδοχέων που θα έχουν την ικανότητα να συνδεθούν στο μόριο στόχο 
τους με συγγένεια και ειδικότητα όμοια με αυτές των φυσικών υποδοχέων αποτελεί 
εδώ και κάποια χρόνια μείζονα στόχο για την βιοοργανική χημεία. Μία τεχνική που 
χαίρει συνεχώς μεγαλύτερης αποδοχής στον τομέα αυτό είναι η μοριακή αποτύπωση. 
Σε αντίθεση με τους φυσικούς υποδοχείς, τα μοριακά αποτυπωμένα πολυμερη 
(συνθετικοί υποδοχείς) εμφανίζουν υψηλή χημική και φυσική σταθερότητα έναντι σε 
ποικίλους εξωτερικούς παράγοντες αποικοδόμησης. Οι λειτουργικές τους ομάδες 
μπορούν εύκολα να τροποποιηθούν εξασφαλίζοντας υψηλότερη συγγένεια ή  
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καταλυτική δράση των θέσεων δέσμευσης του υποδοχέα. Τα μοριακά αποτυπωμένα 
πολυμερή έχουν εξαιρετικά μεγάλη διάρκεια ζωής και μπορούν να 
επαναχρησιμοποιηθούν χωρίς να μειωθεί η λειτουργικότητά τους. Ακόμη και στην 
περίπτωση απώλειας της λειτουργικότητάς τους, η αναπαραγωγή είναι χαμηλού 
κόστους, υψηλής επαναληψιμότητας και δεν προϋποθέτει ιδιαίτερο χειρισμό ή 
διατήρηση ζώων. Αξιοσημείωτη είναι και η ευκολία αποθήκευσής τους, καθώς λόγω 
της σταθερότητάς τους στη θερμοκρασία, αποθηκεύονται χωρίς συνέπειες σε 
θερμοκρασία δωματίου, σε αντίθεση με τα βιολογικά τους ανάλογα των οποίων η 
συντήρηση προυποθέτει ειδικές συνθήκες. 
Χάρη στις πλεονεκτικές τους ιδιότητες σε σχέση με τα βιολογικά τους 
ανάλογα, τα μοριακά αποτυπωμένα πολυμερή αποτελούν μία εξαιρετικά υποσχόμενη 
εναλλακτική των φυσικών υποδοχέων. Αξιοσημείωτη είναι ήδη η χρήση των MIP ως 
συνθετικών αντισωμάτων σε βιοαισθητήρες και βιομιμητικές δοκιμές (biomimetic 
assays) και για τη διεξαγωγή ενζυματικής κατάλυσης (Tse Sum Bui and Haupt ; 
Kroger et al. 1999; Ye and Haupt 2004; O'Connor et al. 2007; Flavin and Resmini 
2009; Lieberzeit and Dickert 2009; Valero-Navarro et al. 2009; Cai et al. 2010; Lalo 
et al. 2010).  
 
1.4.6.2. Εφαρμογές στην αναλυτική χημεία    
Τα χαρακτηριστικά πλεονεκτήματα των μοριακά αποτυπωμένων πολυμερών 
που αφορούν την υψηλή επιλεκτικότητα και σταθερότητά τους οδήγησαν τα μοριακά 
αποτυπωμένα πολυμερή σε ευρεία χρήση ως στατικές φάσεις στην υγρή 
χρωματογραφία και ειδικά την υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης. Στην υγρή 
χρωματογραφία υψηλής απόδοσης τα μοριακά αποτυπωμένα πολυμερή 
χρησιμοποιούνται για αναλυτικούς και παρασκευαστικούς σκοπούς. (da Silva et al. ; 
Rachkov and Minoura 2000; Haginaka 2001; Lai et al. 2003; Spegel et al. 2004; Kubo 
et al. 2006; Sambe et al. 2006; Lachova et al. 2007; Oxelbark et al. 2007; Qin et al. 
2008). Εξαιτίας της ικανότητάς τους να αναγνωρίζουν το υπόστρωμά τους, τα ΜΙΡ 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την ανίχνευση ακόμη και πολύ μικρών 
συγκεντρώσεων του υποστρώματος (Khajeh et al. 2007; Le Noir et al. 2007). Επίσης 
η εισαγωγή των MIP στην εν λόγω αναλυτική τεχνική κατέστησε σημαντικά 
ευκολότερη και γρηγορότερη την ανάλυση πολύπλοκων βιολογικών και 
περιβαλλοντικών δειγμάτων, των οποίων η συμβατική προετοιμασία πριν την 
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χρωματογραφία ήταν χρονοβόρα και υψηλού κόστους (Haginaka 2002; Haginaka and 
Kagawa 2004; Lin et al. 2009). 
 Στην εκχύλιση στερεής φάσης τα μοριακώς αποτυπωμένα πολυμερή 
χρησιμοποιούνται επίσης ως στατική φάση, έναντι των κοινών φάσεων του εμπορίου, 
όπως οι φάσεις C8, C18, CN. Όταν επιδιώκεται η παραλαβή μίας συγκεκριμένης 
ένωσης από μείγμα ή όταν η συγκέντρωση του επιθυμητού συστατικού είναι 
εξαιρετικά μικρή, η χρήση των μη εξειδικευμένων αυτών φάσεων δεν επιφέρει τα 
επιθυμητά αποτελέσματα. Η χρήση των ΜΙΡ στην εκχύλιση στερεής φάσης 
διευκολύνει τη στοχευμένη απομόνωση ενώσεων από μείγματα αλλά και την 
ποσοτική παραλαβή τους. Για το λόγο αυτό τα ΜΙΡ εξακολουθούν να 
χρησιμοποιούνται ευρύτατα στο πεδίο αυτό (Gomes Costa Silva et al. ; Khajeh and 
Sanchooli ; Pan et al. ; Haginaka 2004; Farrington and Regan 2007; Pichon 2007; 
Puoci et al. 2007; Michailof et al. 2008; Feng et al. 2009; Krupadam et al. 2009; 
Lasakova and Jandera 2009; Pereira and Rath 2009; Rejtharova and Rejthar 2009) 
 
1.4.6.3. Αναζήτηση φαρμάκων   
Η μοριακή αποτύπωση, είναι μία τεχνική που έχει την προοπτική να 
χρησιμοποιηθεί στην ανεύρεση νέων φαρμάκων. (Rathbone 2005; Sellergren and 
Allender 2005; Schillemans and van Nostrum 2006; Shi et al. 2007).  
Τα συνθετικά αποτυπώματα μπορούν  να εφαρμοστούν για την απευθείας 
απομόνωση νέων φαρμακοφόρων ενώσεων από εκχυλίσματα φυσικών προιόντων 
(Kandimalla and Ju 2004). Παρόλο που τα μοριακά αποτυπωμένα πολυμερή δεν 
έχουν ακόμη χρησιμοποιηθεί στην κατεύθυνση αυτή υπάρχουν κάποια πρώτα 
ενθαρρυντικά αποτελέσματα. Οι Xie et al. (Xie et al. 2001) αποτυπώνοντας την 
κερκετίνη απομόνωσαν από υδρόλυμα φύλλων του φυτού gingo (γνωστού στην 
παραδοσιακή κινέζικη ιατρική), τη διαδεδομένη για τη βιολογική της δραστικότητα 
ένωση καμφερόλη. Πλεονέκτημα της τεχνικής αποτελεί το γεγονός της ικανότητας 
ταυτόχρονης εκχύλισης και διαχωρισμού των συγγενών 3-ύδροξυ-φλαβονών, 
κερκετίνη και καεμπφερόλη. Δεδομένης της πολυπλοκότητας της τεχνικής σταδιακής 
κλασμάτωσης φυσικών εκχυλισμάτων, η οποία εφαρμόζεται για την παραλαβή της 
επιθυμητής ένωσης σε καθαρή μορφή, η δυνατότητα  ταυτόχρονης εκχύλισης και 
απομόνωσης βιοδραστικών συστατικών αποτελεί ένα πλεονέκτημα της εν λόγω 
τεχνικής που δύσκολά μπορεί να παραβλεφθεί.  
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Ο Zhu και οι συνεργάτες του στη συνέχεια, προχώρησαν ένα βήμα παραπέρα 
χρησιμοποιώντας το εν λόγω αποτύπωμα της κερκετίνης για τη στοχευμένη 
αναζήτηση αναστολέων του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGFR) από το φυτό 
της παραδοσιακής κινέζικης ιατρικής Caragana jubata (Zhu et al. 2003; Zhu and Xu 
2003). Δεδομένου ότι η κερκετίνη αποτελεί γνωστό αναστολέα του συγκεκριμένου 
μοριακού στόχου είναι αναμενόμενο, οι ενώσεις οι οποίες λόγω ομολογίας θα 
συγκρατηθούν από το αποτύπωμά της, να εμφανίζουν και ανάλογη δράση. Σύμφωνα 
με τα αποτελέσματα της μελέτης, οι ενώσεις Ε- πισεατανόλλη (E-piceatannol) και 
βουτεΐνη (butein) που απομονώθηκαν εμφάνισαν ισχυρότερη ανασταλτική δράση από 
τον αναστολέα που χρησιμοποιήθηκε για την αποτύπωση (IC50κερκετίνης=15μΜ, 
IC50πισεατανόλλης=5μΜ, IC50βουτείνης=10μΜ). Μπορεί συμπερασματικά να ειπωθεί ότι η 
αναζήτηση πρόδρομων φαρμάκων με την τεχνική της μοριακής αποτύπωσης, δεν 
διευκολύνει απλά την μέχρι σήμερα επίπονη παραλαβή φυσικών ενώσεων από 
εκχυλίσματα, αλλά πιθανότατα εξασφαλίζει την δραστικότητα των απομονωθέντων 
ενώσεων, καθώς η αναζήτηση στην περίπτωση αυτή δεν είναι τυχαία αλλά έμμεσα 
καθοδηγούμενη από τις ιδιότητες του μοριακού στόχου.  
      
  
 
 
 
 
      
  
  Κερκετίνη                               Ε- Πισεατανόλλη                                     Βουτείνη 
  (Quercetin)                            (E-piceatannol)                                         (butein) 
 
IC50=15 μΜ                                IC50= 5 μΜ                                           IC50= 10 μΜ 
 
Σχήμα 1.4.14 Χημική δομή της κερκετίνης (πρότυπο MIP) και δυο νέων 
αναστολέων του υποδοχέα του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα που 
απομονώθηκαν από το φυτό Caragana jutaba με τη χρήση αποτυπωμένου 
πολυμερούς κερκετίνης (Xie et al. 2001).  
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Τα μοριακά αποτυπωμένα πολυμερή μπορούν να χρησιμοποιηθούν στην ίδια 
κατεύθυνση και για τη σάρωση (screening) βιβλιοθηκών φυσικών και συνθετικών 
ενώσεων(Mosbach et al. 2001).  
Καθώς τα πλεονεκτήματα της εφαρμογής της μοριακής αποτύπωσης στην 
αναζήτηση φαρμάκων είναι αναμφισβήτητα, τα αποτελέσματα απομόνωσης νέων 
ενώσεων από εκχυλίσματα αλλά και βιβλιοθήκες αναμένεται να είναι συνεχώς 
αυξανόμενα και να δημιουργήσουν μία νέα προοπτική στη φαρμακευτική χημεία.  
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1.5. Σκοπός  
Σκοπό της διατριβής αποτέλεσε η ανάπτυξη και εφαρμογή της τεχνικής 
μοριακής αποτύπωσης στην αναζήτηση βιοδραστικών ενώσεων για την αναστολή του 
μεταγραφικού παράγοντα  HIF-1. Η εφαρμογή της εν λόγω τεχνικής στην αναζήτηση 
αναστολέων του HIF-1  αποτελεί μια νέα, καινοτόμο μεθοδολογία, η οποία βασίζεται 
στην παραγωγή και ακόλουθη χρήση μοριακά αποτυπωμένων πολυμερών προς 
επιλεκτική αναγνώριση και απομόνωση των ενώσεων με την επιθυμητή βιολογική 
δραστικότητα από φυσικές πηγές. Συγκεκριμένα για την παραγωγή των 
αποτυπωμάτων χρησιμοποιήθηκε ο γνωστός αναστολέας του HIF-1 κερκετίνη, ενώ 
ως πηγή βιοδραστικών ενώσεων επιλέχθηκε η ρητίνη του φυτού Boswellia serrata. Η 
δυνατότητα ρύθμισης του HIF-1, ελέγθηκε με διερεύνηση της μεταγραφικής του 
ενεργότητας και των επιπέδων έκφρασης της πρωτεϊνικής υπομονάδας HIF-1α. Πιο 
αναλυτικά οι στόχοι ήταν: 
1. Σύνθεση μοριακά αποτυπωμένων ως προς κερκετίνη πολυμερών  
2. Αξιολόγηση των αποτυπωμάτων της κερκετίνης: 
 Παρασκευή στηλών HPLC με μοριακά αποτυπωμένο πολυμερές 
κατάλληλης κοκκομετρικής σύστασης προς προσδιορισμό του παράγοντα 
αποτύπωσης IF και του παράγοντα επιλεκτικότητας α. 
 Αξιολόγηση των αποτυπωμάτων με πειράματα στατικής επαναδέσμευσης 
προς προσδιορισμό της ισχύος δέσμευσης (σταθερά συγγένειας) και της 
χωρητικότητας (αριθμός θέσεων δέσμευσης) 
3. Παρασκευή διαχωριστικών μέσων (στήλες εκχύλισης στερεής φάσης), 
αξιολόγηση αυτών και διαμόρφωση πρωτοκόλλου εκχύλισης: 
 Παρασκευή στηλών εκχύλισης στερεής φάσης, MIP-SPE, με κλάσμα 
πολυμερούς κατάλληλης κοκκομετρίας 
 Προσδιορισμός της χωρητικότητας των στηλών MIP-SPE 
 Διαμόρφωση πρωτοκόλλου εκχύλισης στερεής φάσης και προσδιορισμός 
της ανάκτησης της κερκετίνης στο στάδιο έκλουσης 
4. Εφαρμογή των στηλών MIP-SPE για την απομόνωση αναστολέων του HIF-1 από 
τη ρητίνη του φυτού Boswellia serrata: 
5. Διερεύνηση της βιολογικής δράσης του μείγματος έκλουσης  
Επίσης αποτυπώθηκε η 2΄-3΄-5΄-τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνη (ΤΟΑΑ), 
προκειμένου να παρασκευαστεί η προσεγγιστική συνθετική απομίμηση του σημείου 
πρόσδεσης της  τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP) στις πρωτεϊνικές κινάσες. Η 
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τριφωσφορική αδενοσίνη αποτελεί συμπαράγοντα των πρωτεϊνικών κινασών, 
σημαντικός αριθμός των οποίων εμπλέκεται στην επαγωγή και ρύθμιση του HIF-1α. 
Καθώς η τριφωσφορική αδενοσίνη δεν διαλύεται στους οργανικούς διαλύτες που 
συνήθως χρησιμοποιούνται στη μοριακή αποτύπωση, επιλέχθηκε προς αποτύπωση το 
οργανοδιαλυτό ανάλογο αυτής, 2΄-3΄-5΄-τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνη (ΤΟΑΑ). Οι 
επιμέρους στόχοι στην περίπτωση αυτή ήταν οι εξής:  
1. Η παρασκευή βιβλιοθήκης πολυμερών με κοιλότητες/εκμαγεία που μιμούνται 
την περιοχή πρόσδεσης του ATP στις κινάσες: 
 Αποτύπωση της ΤΟΑΑ με διαφορετικά μονομερή 
 Διερεύνηση των παραμέτρων πολυμερισμού (αναλογία μονομερούς-
υποστρώματος, θερμοκρασία) 
2. Αξιολόγηση των αποτυπωμάτων με προσδιορισμό του παράγοντα αποτύπωσης 
IF, της σταθεράς συγγένειας και του αριθμού των θέσεων δέσμευσης 
3. Παρασκευή στηλών εκχύλισης στερεής φάσης, αξιολόγηση αυτών και 
διαμόρφωση πρωτοκόλλου εκχύλισης 
Η μελλοντική, πέρα από τα πλαίσια της παρούσας διατριβής, εφαρμογή των 
αποτυπωμάτων της ΤΟΑΑ,  αναμένεται να οδηγήσει στην απομόνωση νέων 
αναστολέων κινασών και επομένως πρόδρομων αντικαρκινικών φαρμάκων. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
2.1. Αντιδραστήρια-Διατάξεις 
Η κερκετίνη (2-(3,4-διυδροξυφαίνυλ)-3,5,7-τριυδροξυ-4H-χρομεν-4-όνη), η 
καμφερόλη (3,5,7-τριύδροξυ -2-(4-υδροξυφαίνυλ)-4H-1-βενζοπυραν-4-όνη), η τρι-Ο-
ακέτυλο-αδενοσίνη (ΤΟΑΑ), η 4-βινυλοπυριδίνη (4-VP), το 3-βινυλ-βενζοϊκό οξύ, το 
μεθακρυλικό οξύ (ΜΑΑ) και το αιθυλενογλυκολδιμεθυλακρυλένιο (EGDMA), είναι 
της εταιρείας Sigma–Aldrich (Steinheim, Germany). Ο εκκινητής άζο-δις-
ισοβούτυρονιτρίλιο (AIBN) αγοράστηκε από την Acros Organics (Geel Belgium). Το 
3-O-Ακέτυλο-11-κετο-β-μποσβελλικό οξύ (AKBA) είναι της Alexis Biochemicals 
(Lausen Switzerland). Το ακετονιτρίλιο HPLC και η ακετόνη αναλυτικής 
καθαρότητας είναι της Lab-Scan Analytical Sciences (Dublin Ireland). Η μεθανόλη 
και το βενζόλιο HPLC είναι της Sigma–Aldrich (Steinheim, Germany) και το οξικό 
οξύ (ACS reagent) της Fluka Chemie GmbH (Switzerland). Η ρητίνη του φυτού 
B.serrata είναι από το κατάστημα φυσικών προϊόντων Ελληνικόν (Θεσσαλονίκη, 
Ελλάδα). 
Το αντίσωμα έναντι του HIF-1α που χρησιμοποιήθηκε είναι πολυκλωνικό 
αντίσωμα κουνελιού, που είχε ανοσοποιηθεί με την περιοχή του HIF-1α που 
περιλαμβάνει τα αμινοξέα 348-826 (Lyberopoulou et al. 2007) και χρησιμοποιείται σε 
αραίωση 1:3000 στην ανοσοανίχνευση ή σε αραίωση 1:1000 στον ανοσοφθορισμό. 
Το αντίσωμα έναντι της ακτίνης είναι μονοκλωνικό αντίσωμα ποντικού (Serotec) και 
χρησιμοποιείται σε αραίωση 1:1000. Τα αντισώματα για την ανίχνευση της 
φωσφορυλιωμένης ή μη μορφής των p44/42 MAPK (αραίωση 1:1000), όπως και ο 
αναστολέας της κινάσης ΜΕΚ (PD98059) είναι της εταιρίας Cell Signaling. Τα 
δεύτερα αντισώματα που χρησιμοποιούνται στην ανοσοανίχνευση είναι συζευγμένα 
με ραφανιδική υπεροξειδάση (HRP) έναντι των IgG κουνελιού ή ποντικού αντίστοιχα 
(Biorad) και χρησιμοποιούνται σε αραίωση 1:3000. Το δεύτερο αντίσωμα έναντι των 
IgG κουνελιού που χρησιμοποιήθηκε στον ανοσοφθορισμό είναι συζευγμένο με FITC 
(Fluorescein Isothiocyanate) της εταιρίας Jackson ImmunoResearch Inc (αραίωση 
1:500). 
 Για την δημιουργία υποξικών συνθηκών χρησιμοποιηθήκαν είτε οι χημικοί 
μιμητές της υποξίας, δεσφερριοξαμίνη (DFO) και διμεθυλοξαλυλγλυκίνη (DMOG), 
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της εταιρίας Sigma–Aldrich και Alexis Biochemicals, αντίστοιχα, είτε ο θάλαμος 
υποξίας IN VIVO2 200 (RUSKINN Life Sciences, UK). 
Για την ποιοτική ή/και ποσοτική ανάλυση των αποτελεσμάτων χρησιμοποιηθήκανε 
δύο διαφορετικά συστήματα  χρωματογραφίας αντίστροφης φάσης: 
o Στο σύστημα Ultimate LC system (Dionex corporation) η ανίχνευση έγινε με 
ανιχνευτή παράταξης φωτοδιόδων. Το σύστημα που χρησιμοποιήθηκε 
περιλαμβάνει μια αντλία βαθμιδωτής έκλουσης LPG-3400A, ένα αυτόματο 
δειγματολήπτη WPS-3000SL, μία στήλη Acclaim ® 120 C18 3μm 
4,6×150mm, έναν φούρνο στήλης, και τον ανιχνευτή UV-Diode Array, PDA 
3000. Η καταγραφή των χρωματογραφημάτων και η ανάλυση των κορυφών 
έγινε με την χρήση ηλεκτρονικού υπολογιστή με το λογισμικό Chromeleon. 
o Στο σύστημα SSI LC system η ανίχνευση έγινε με μονοχρωματικό ανιχνευτή 
UV-vis. Το σύστημα περιλαμβάνει μία αντλία HPLC SSI 222D, ένα σύστημα 
ελέγχου αντλιών SSI 232, τον μονοχρωματικό ανιχνευτή UV-vis SSI 500 
συνδεδεμένο με το συλλέκτη κλασμάτων Foxy Jr. και μία στήλη Alltech, 
KromasilC18 5μm 3,2×150mm. Η καταγραφή των χρωματογραφημάτων και η 
ανάλυση των κορυφών έγινε με την χρήση ηλεκτρονικού υπολογιστή με το 
λογισμικό Clarity. 
 
2.2. Σύνθεση Μοριακά Αποτυπωμένων Πολυμερών  
Ως πρότυπα προς αποτύπωση επιλέχθηκαν το φλαβονοειδές κερκετίνη και το 
οργανοδιαλυτό ανάλογο του ATP, τρι-Ο-ακέτυλοαδενοσίνη. Για την αποτύπωση της 
κερκετίνης χρησιμοποιήθηκε ως μονομερές η 4-βινυλοπυριδίνη ενώ για την 
αποτύπωση της τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνης χρησιμοποιήθηκαν τα μονομερή 
μεθακρυλικό οξύ και 3-βινυλ-βενζοϊκό οξύ. 
Η επιλογή της 4-βινυλοπυριδίνης για τη δημιουργία του αποτυπώματος της 
κερκετίνης βασίστηκε στη δυνατότητα του συγκεκριμένου μονομερούς να 
αλληλεπιδράσει με την κερκετίνη με δύο διαφορετικά είδη δυνάμεων ταυτόχρονα, 
τους δεσμούς υδρογόνου και τις υδρόφοβες/π-π αλληλεπιδράσεις. Αναλυτικότερα οι 
αυστηρά ορισμένοι στο χώρο δεσμοί υδρογόνου με τους οποίους δύναται να 
αλληλεπιδράσει η 4-βινυλοπυριδίνη  με την κερκετίνη σε στοιχειομετρία 1/4 
(σχήμα.2.2.1.) οδηγούν με βάση τη βιβλιογραφία σε αρκετά ισχυρά σύμπλοκα 
(O'Mahony et al. 2006). Το υδρογόνο του υδροξυλίου του άνθρακα 5 θεωρείται ότι 
σχηματίζει ενδομοριακό δεσμό υδρογόνου και γι’ αυτό δεν είναι διαθέσιμο να 
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αλληλεπιδράσει με το άζωτο της 4-βινυλοπυριδίνης. Οι παράλληλα αναπτυσσόμενες 
υδρόφοβες/π-π αλληλεπιδράσεις μονομερούς-προτύπου ενισχύουν περισσότερο τη 
σταθερά σχηματισμού του προς πολυμερισμό συμπλόκου, οδηγώντας σε 
αποτύπωμα/πολυμερές με υψηλή σταθερά συγγένειας.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 2.2.1. Διαμόρφωση συμπλόκου κερκετίνης με το μονομερές 4VP με 
δεσμούς υδρογόνου 
 
Για την αποτύπωση της τρι-Ο-ακέτυλοαδενοσίνης χρησιμοποιήθηκαν τα 
μονομερή μεθακρυλικό οξύ και 3-βινυλ-βενζοϊκό οξύ. Η τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνη 
μπορεί να δεσμεύσει στοιχειομετρικά δύο μόρια μεθακρυλικού ή 3βινυλ-βενζοικού 
οξέος με δεσμούς υδρογόνου (σχήμα.2.2.2.), με το δεύτερο ωστόσο από τα δύο 
μονομερή να δύναται να αναπτύξει παράλληλα υδρόφοβες και π-π αλληλεπιδράσεις. 
Το μονομερές 3-βινυλ-βενζοϊκό οξύ επιλέχθηκε για να ενισχύσει την ήδη 
διαπιστωμένη αλληλεπίδραση της καρβοξυλικής ομάδας λόγω δεσμών υδρογόνου με 
παράλληλες υδρόφοβες και π-π αλληλεπιδράσεις οδηγώντας έτσι σε ένα 
αποτύπωμα/πολυμερές με αυξημένη σταθερά συγγένειας.  Επιπλέον η δημιουργία 
ενός αποτυπώματος που δύναται να αναπτύξει και τα δύο είδη των δυνάμεων αυτών 
θα μιμούνταν πειστικότερα το σημείο πρόσδεσης των κινασών καθώς η πρόσδεση 
του ATP στις κινάσες οφείλεται τόσο σε δεσμούς υδρογόνου όσο και σε υδρόφοβες 
αλληλεπιδράσεις. 
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Σχήμα 2.2.2. Διαμόρφωση συμπλόκου ΤΟΑΑ με το μονομερές ΜΑΑ με δεσμούς 
υδρογόνου 
 
Ως παράγοντας διασταύρωσης για το σύνολο των συντιθέμενων πολυμερών 
χρησιμοποιήθηκε το EDMA. Ως εκκινητής χρησιμοποιήθηκε το AΙΒΝ το οποίο 
διασπάται τόσο στους 60oC, όσο και κατά την έκθεση σε UV ακτινοβολία. Ως 
διαλυτικό μέσο (πορογενές) για την αποτύπωση της κερκετίνης χρησιμοποιήθηκε η 
ακετόνη. Για την αποτύπωση της τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνης με το μεθακρυλικό οξύ 
χρησιμοποιήθηκε ως πορογενές το ακετονιτρίλιο γιατί διαλύει ικανοποιητικά το 
πρότυπο και το μονομερές, δεν αναπτύσσει ισχυρούς δεσμούς υδρογόνου ενώ 
θεωρείται ότι οδηγεί σε πολυμερές με ικανοποιητικό ποσοστό πόρων (porosity). Για 
την αποτύπωση της τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνης τέλος με το μονομερές 3-βινυλ-
βενζοϊκό οξύ χρησιμοποιήθηκε ως πορογενές το βενζόλιο, γιατί διαλύει 
ικανοποιητικά το συγκεκριμένο μονομερές, επιφέροντας ταυτόχρονα και το 
επιθυμητό πορώδες.  
Οι ακριβής πειραματικές συνθήκες παρασκευής των παρασκευασθέντων 
πολυμερών παρουσιάζονται στον πίνακα 2.1. Τόσο για την αποτύπωση της 
κερκετίνης, όσο και της τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνης τα επιλεχθέντα μονομερή δεν 
χρησιμοποιήθηκαν στην στοιχειομετρική αναλογία αλλά σε περίσσεια προκειμένου 
να ευνοηθεί ο σχηματισμός του προς-πολυμερισμό συμπλόκου. Για κάθε πολυμερές 
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αποτύπωσης συντέθηκε και το αντίστοιχο τυφλό (ΝΙΡ) από το οποίο έλειπε το 
υπόστρωμα. 
Πίνακας 2.1. Σύσταση των μειγμάτων πολυμερισμού και συνθήκες διεξαγωγής 
αυτού  
Πολυμερές Υπόστρωμα 
(Υ) 
Μέσο 
Δικτύωσης 
Μονομερές 
(Μ) 
Αναλογία 
Υ/Μ/ΜΔ 
Πορογενές Μέθοδος 
Εκκίνησης 
MIP1 Quercetin EDMA 4-VPy 1/8/40 Ακετόνη  Θέρμανση  
NIP1 - EDMA 4-VPy 1/8/40 Ακετόνη Θέρμανση 
MIP2 Quercetin EDMA 4-VPy 1/6/30 Ακετόνη Θέρμανση 
NIP2 - EDMA 4-VPy 1/6/30 Ακετόνη Θέρμανση 
MIP3 TOAA EDMA MAA 1/6/30 Ακετονιτρίλιο UV 
NIP3 - EDMA MAA 1/6/30 Ακετονιτρίλιο UV 
MIP4 TOAA EDMA 3VBA 1/6/30 Βενζόλιο  Θέρμανση 
NIP4 - EDMA 3VBA 1/6/30 Βενζόλιο Θέρμανση 
MIP5 TOAA EDMA 3VBA 1/4/30 Βενζόλιο Θέρμανση 
NIP5 - EDMA 3VBA 1/4/30 Βενζόλιο Θέρμανση 
MIP6 TOAA EDMA 3VBA 1/3/30 Βενζόλιο Θέρμανση 
NIP6 - EDMA 3VBA 1/3/30 Βενζόλιο Θέρμανση 
MIP7 TOAA EDMA VBA 1/4/30 Βενζόλιο UV 
NIP7 - EDMA VBA 1/4/30 Βενζόλιο UV 
 
2.2.1. Καθαρισμός Μονομερών 
Τα μονομερή που είναι διαθέσιμα στο εμπόριο εμπεριέχουν σε μικρό ποσοστό 
αναστολείς πολυμερισμού, έτσι ώστε να αποφευχθεί η περίπτωση πολυμερισμού 
κατά την περίοδο της αποθήκευσης. Προκειμένου να παραληφθούν τα μονομερή σε 
καθαρή μορφή ακριβώς πριν τη διαδικασία του πολυμερισμού υπόκεινται σε 
καθαρισμό. Τα λειτουργικά μονομερή: μεθακρυλικό οξύ, 4-βινυλοπυριδίνη καθώς 
επίσης και το μονομερές διασταύρωσης: αιθυλενογλυκολδιμεθυλακρυλένιο (EDMA), 
παρελήφθησαν σε καθαρή μορφή αφού υποβλήθηκαν σε απόσταξη υπό ελαττωμένη 
πίεση.    
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2.2.2. Σύνθεση Πολυμερών  
 Για τη σύνθεση μοριακά αποτυπωμένων πολυμερών στην παρούσα διατριβή 
επιλέχθηκε η τεχνική του πολυμερισμού διαλύματος. Όταν εφαρμόζεται η τεχνική 
αυτή, η πειραματική διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής: η απαιτούμενη 
ποσότητα υποστρώματος ζυγίζεται σε ογκομετρική φιάλη και διαλύεται στον 
επιλεγμένο διαλύτη πολυμερισμού (πορογενές). Μετά τη διαλυτοποίηση του 
υποστρώματος, στο διάλυμα προστίθεται  το μονομερές και το μείγμα αφήνεται σε 
θερμοκρασία δωματίου έτσι ώστε να σχηματιστεί το σύμπλοκο υποστρώματος-
μονομερούς για 20 περίπου λεπτά. Ακολούθως προστίθεται το μονομερές 
διασταύρωσης και στο τέλος ο εκκινητής. Το ομογενές διάλυμα μεταφέρεται γρήγορα 
στο σωλήνα πολυμερισμού και τοποθετείται σε παγόλουτρο. Μόλις το διάλυμα 
πολυμερισμού ψυχθεί, απαερώνεται παραμένοντας στο παγόλουτρο με συνεχή 
διέλευση αζώτου  για 5 λεπτά. Τέλος ο σωλήνας φέρεται στιγμιαία σε επαφή με υγρό 
άζωτο έτσι ώστε να παγώσει το διάλυμα που εμπεριέχει και σφραγίζεται αεροστεγώς 
υπό κενό με τη βοήθεια φλόγιστρου. 
  Η έναρξη του πολυμερισμού προϋποθέτει διάσπαση του εκκινητή έτσι ώστε 
να παραχθούν οι ελεύθερες ρίζες που θα ξεκινήσουν τις αλυσιδωτές αντιδράσεις 
πολυμερισμού. Η διάσπαση του εκκινητή πραγματοποιείται είτε θερμικά, είτε 
φωτοχημικά. Στην παρούσα διατριβή χρησιμοποιήθηκαν και οι δύο τρόποι 
διάσπασης. Η θερμική διάσπαση διεξάγεται σε υδρόλουτρο στους 60oC όπου και 
ολοκληρώνεται ο πολυμερισμός για 24h. Για τη φωτοχημική διάσπαση 
χρησιμοποιείται λάμπα UV (312nm, 230V/50Hz). Η έκθεση του διαλύματος 
πολυμερισμού στην υπεριώδη ακτινοβολία πραγματοποιείται με παράλληλη διαρκή 
περιστροφή του σωλήνα έτσι ώστε να είναι συμμετρική για χρονικό διάστημα 3 ωρών 
σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά το πέρας των 3 ωρών ο σωλήνας με το διάλυμα 
πολυμερισμού τοποθετείται ομοίως σε υδρόλουτρο στους 60oC όπου και 
ολοκληρώνεται ο πολυμερισμός (για άλλες 21h).  
 
2.2.3. Επεξεργασία Πολυμερών 
 Μετά την ολοκλήρωση του πολυμερισμού από το αποτυπωμένο πολυμερές 
πρέπει να απομακρυνθεί το υπόστρωμα, καθώς επίσης και ότι ποσότητα του 
μονομερούς, του μέσου διασταύρωσης και του εκκινητή έχει τυχόν απομείνει χωρίς 
να έχει αντιδράσει. Η απομάκρυνση του υποστρώματος καθιστά κενές τις 
κοιλότητες/αποτυπώματα έτσι ώστε αυτές να είναι διαθέσιμες για την επαναδέσμευση 
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αυτού ή ενώσεων ομόλογών του.  Το ξέπλυμα του πολυμερούς γίνεται σε συσκευή 
Soxhlet με πολλαπλή ζεστή εκχύλιση. Κατά την εκχύλιση Soxhlet το δείγμα 
(πολυμερές) τοποθετείται σε πορώδη περιέκτη μιας χρήσεως (κυλινδρικά χάρτινα 
φίλτρα) και διαλύτης που συνεχώς βράζει, επαναρρέει (με χρήση κάθετου ψυκτήρα) 
μέσω του περιέκτη και διαλύει τους αναλύτες, οι οποίοι συλλέγονται συνεχώς σε 
φιάλη βρασμού. Μόλις ολοκληρωθεί η διαδικασία της πλύσης, ακολουθεί 
κονιοποίηση και κοσκίνηση του πολυμερούς προκειμένου να συλλεγούν κλάσματα 
ομογενών σωματιδίων, κατάλληλου μεγέθους, για την αξιολόγηση και εφαρμογή του 
πολυμερούς.  
 Πιο συγκεκριμένα το πολυμερές το οποίο έχει πάρει το σχήμα του σωλήνα 
πολυμερισμού παραλαμβάνεται με θραύση του σωλήνα πολυμερισμού και 
συνθλίβεται σε πορσελάνινο ιγδίο παρουσία αδρανούς διαλύτη. Η παρουσία του 
διαλύτη στο στάδιο αυτό έχει ως αποτέλεσμα την ελαχιστοποίηση των απωλειών και 
την αποφυγή εισπνοής αιωρούμενων σωματιδίων (σκόνης). Ο διαλύτης 
απομακρύνεται με διήθηση, το πολυμερές τοποθετείται στον περιέκτη Soxhlet 
(χάρτινα κυλινδρικά φίλτρα) και το υπόστρωμα εκχυλίζεται σε συσκευή Soxhlet  για 
24- 48 ώρες με χρόνο ανακύκλωσης 30 λεπτά. Για την εκχύλιση Soxhlet  της 
κερκετίνης  χρησιμοποιείται μεθανόλη/οξικό οξύ 9/1 ενώ για την εκχύλιση Soxhlet 
της τρι-Ο-ακέτυλο-αδενοσίνης ακετονιτρίλιο/μεθανόλη 4/1. Μετά το πέρας της 
εκχύλισης το πολυμερές απομακρύνεται από τον περιέκτη και κονιοποιείται για τη 
συλλογή ομογενών κλασμάτων ενώ το εκχύλισμα αναλύεται προκειμένου να 
υπολογιστεί το ποσοστό της ανάκτησης (splitting yield) του υποστρώματος.  
 Το ποσοστό της ανάκτησης υπολογίζεται προσδιορίζοντας τη συγκέντρωση 
του εκχυλίσματος Soxhlet και του εκχυλίσματος σύνθλιψης του πολυμερούς σε 
υπόστρωμα.   Για το σκοπό αυτό ποσότητα 1ml των δύο εκχυλισμάτων ξεχωριστά 
εξατμίζεται μέχρι ξηρού σε  σύστημα φυγοκεντρικής εξάτμισης υπό κενό (speed vac) 
και μετά από επαναδιάλυση σε κατάλληλο διαλύτη προσδιορίζεται η συγκέντρωσή 
του ως προς το υπόστρωμα είτε με απλή φωτομετρία υπεριώδους – ορατού, είτε 
χρωματογραφικά. Ο χρωματογραφικός προσδιορισμός της κερκετίνης 
πραγματοποιείται ισοκρατικά και ως διαλύτης έκλουσης χρησιμοποιείται μίγμα 
μεθανόλη / νερό / οξικό οξύ σε αναλογία 50/48/2: v/v/v. Ο προσδιορισμός της τρι-Ο-
ακετυλοαδενοσίνης πραγματοποιείται επίσης ισοκρατικά και ως διαλύτης έκλουσης 
χρησιμοποιείται μίγμα ακετονιτρίλιο / νερό σε αναλογία 24/76: v/v. Οι αναλύσεις 
πραγματοποιούνται σε ροή 0.8 ml/min και θερμοκρασία δωματίου.  
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 Η κονιοποίηση πραγματοποιείται σε πορσελάνινο ιγδίο και η κοσκίνιση σε 
μεταλλικά κόσκινα κατάλληλου μεγέθους βρογχίδων, με τη βοήθεια ακετόνης, έτσι 
ώστε να διευκολυνθεί η διέλευση των πολύ ελαφρών σωματιδίων από τα κόσκινα. Οι 
διαδικασίες θραύσης-κοσκίνισης λαμβάνουν χώρα διαδοχικά έτσι ώστε το ποσοστό 
σε σωματίδια κάτω από 25μ να είναι το ελάχιστο. Το ποσοστό των σωματιδίων κάτω 
από 25μ το οποίο αναπόφευκτα σχηματίζεται, πρέπει να απομακρυνθεί έτσι να μην 
προκληθεί απόφραξη στις φρίττες κατά την εφαρμογή του πολυμερούς σε στήλες 
HPLC. Η απομάκρυνσή τους πραγματοποιείται με αιώρηση του πολυμερούς σε 
ακετόνη. Η αιώρηση λαμβάνει χώρα σε κωνική φιάλη των 500ml με προσθήκη 
περίπου 150-200ml ακετόνης, ανάλογα πάντα με τη μάζα του πολυμερούς. Μετά την 
αιώρηση, το πολυμερές αφήνεται να καθίσει για περίπου 40 λεπτά.  Τα λεπτότερα 
σωματίδια αργούν να καταβυθιστούν οπότε και απομακρύνονται μαζί με τον διαλύτη, 
με πιπέτα Pasteur. Η διαδικασία της αιώρησης πραγματοποιείται εις διπλούν.  
Κλάσμα σωματιδίων μεγέθους 45-90μm χρησιμοποιείται για την αξιολόγηση του 
πολυμερούς με πειράματα στατικής επαναδέσμευσης και την παρασκευή στηλών   
εκχύλισης στερεής φάσης SPE, ενώ κλάσμα  25-45μm εφαρμόζεται στην πλήρωση 
στηλών HPLC. Τα τυφλά πολυμερή κατεργάστηκαν με τον ίδιο τρόπο όπως και τα 
πολυμερή αποτύπωσης. 
 
2.3.  Χαρακτηρισμός των Μοριακά Αποτυπωμένων Πολυμερών 
 
2.3.1. Χρωματογραφικός χαρακτηρισμός αποτυπωμένων πολυμερών   
 
2.3.1.1. Πλήρωση στηλών HPLC 
 Πειραματικά το πακετάρισμα των στηλών πραγματοποιείται ως εξής: στήλη 
150x3mm πληρώνεται με το προς μελέτη πολυμερές (κλάσμα  25-45μm). Η στήλη 
συνδέεται στο σύστημα HPLC και η στατική φάση συμπιέζεται με συνεχή ροή 
διαλύτη 1ml/min για 1h. Ακολούθως η στήλη ανοίγεται και στην περίπτωση που έχει 
δημιουργηθεί κενό, αυτό συμπληρώνεται με νέα ποσότητα πολυμερούς. Η διαδικασία 
επαναλαμβάνεται μέχρι να μην παρατηρείται περαιτέρω συμπίεση της στατικής 
φάσης.  
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 2.3.1.2. Προσδιορισμός παράγοντα αποτύπωσης και παράγοντα διαχωρισμού 
 Ο παράγοντας αποτύπωσης Ιf υπολογίστηκε ξεχωριστά για κάθε ένα από τα 
πολυμερή που παρασκευάστηκαν. Για τον προσδιορισμό του παράγοντα αποτύπωσης 
ενός πολυμερούς μία μεταλλική στήλη χρωματογραφίας πληρώνεται με το προς 
μελέτη πολυμερές. Η στήλη συνδέεται στο σύστημα HPLC και αφήνεται να 
ισορροπήσει στην επιθυμητή για την αξιολόγηση κινητή φάση καταγράφοντας με την 
χρήση του ανιχνευτή UV-Vis την τυχόν παρουσία υποστρώματος στον εκλουόμενο 
διαλύτη. Η αξιολόγηση ξεκινά με την έγχυση του μάρτυρα, μίας ουσίας δηλαδή που 
δεν εμφανίζει δυνατότητα συγκράτησης, έτσι ώστε να υπολογιστεί ο νεκρός όγκος 
της στήλης. Στη συνέχεια πραγματοποιείται έγχυση του υποστρώματος και 
καταγράφεται ο χρόνος έκλουσης.  
 Για το χρωματογραφικό προσδιορισμό του συντελεστή διαχωρισμού α, οι ήδη 
πακεταρισμένες με τα προς μελέτη πολυμερή στήλες, εξισορροπούνται εκ’ νέου στην 
επιθυμητή κινητή φάση και ενώσεις ομόλογες προς το υπόστρωμα αναλύονται προς 
καταγραφή του χρόνου συγκράτησης.  
 Για τον προσδιορισμό του παράγοντα αποτύπωσης και του παράγοντα 
διαχωρισμού της κερκετίνης χρησιμοποιήθηκε ως κινητή φάση μείγμα 
MeCN/H2O/MeCOOH: 80/16/4, v/v/v. Για τον υπολογισμό του παράγοντα 
διαχωρισμού αναλύθηκαν τα φλαβονοειδή: φισετίνη, καμφερόλη, μπαϊκαλείνη, 
ταξιφολίνη, ρουτίνη, κατεχίνη και γαλαγγίνη. Υπολογίσθηκε επίσης ο παράγοντας 
διαχωρισμού για το ΑΚΒΑ σε κινητή φάση ακετονιτρίλιο. Για τον προσδιορισμό του 
παράγοντα αποτύπωσης της τρι-Ο-ακετυλο-αδενοσίνης χρησιμοποιήθηκε ως κινητή 
φάση μείγμα MeCN/H2O: 97/3 και 99/1 v/v. Οι αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν σε 
ροή 1 ml/min και θερμοκρασία δωματίου.  
 
2.3.2. Χαρακτηρισμός αποτυπωμένων πολυμερών με πειράματα στατικής 
επαναδέσμευσης (batch rebinding) 
 Όλα τα πολυμερή που παρασκευάστηκαν υποβλήθηκαν σε πειράματα 
στατικής επαναδέσμευσης για την εκτίμηση της σταθεράς επαναδέσμευσης (Κa), της 
κατανομής των κέντρων δέσμευσης που δημιουργήθηκαν και της χωρητικότητάς 
τους. Για τα πειράματα αυτά, 30mg του πολυμερούς, MIP και NIP, ζυγίζονται σε 
ογκομετρικά φιαλίδια των 25ml και παραμένουν σε ισορροπία με 5ml διαλύματος του 
αντίστοιχου υποστρώματος για 24ώρες. Η ισορροπία λαμβάνει χώρα υπό ανάδευση, 
σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά την πάροδο των 24ωρών τμήμα του υπερκείμενου 
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απομακρύνεται και φυγοκεντρείται. Ποσότητα του αιωρήματος εξατμίζεται σε 
σύστημα φυγοκεντρικής εξάτμισης υπό κενό (speed vac) και μετά από επαναδιάλυση 
σε κατάλληλο για χρωματογραφία διαλύτη αναλύεται με  HPLC και προσδιορίζεται η 
συγκέντρωσή του ως προς το υπόστρωμα. Από τη συγκέντρωση αυτή και την αρχική 
υπολογίζεται η ποσότητα του υποστρώματος που δεσμεύτηκε ανά γραμμάριο 
πολυμερούς και διαμορφώνονται οι ισόθερμες προσρόφησης. Από τις ισόθερμες 
προσρόφησης επιλέγοντας με εφαρμογή μαθηματικών μοντέλων διακριτής (bi-
Langmuir) ή/και συνεχούς κατανομής (Freundlich) εξάγονται η σταθερά συγγένειας, 
ο αριθμός και η κατανομή των θέσεων δέσμευσης του πολυμερούς.  
 Οι συγκεντρώσεις των διαλυμάτων που χρησιμοποιήθηκαν κυμαίνονται από 
2.5 έως 300μΜ και ως διαλύτης επιλέχθηκε το ανάλογο για κάθε πολυμερές 
πορογενές. Οι αναλύσεις της κερκετίνης και της τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνης 
πραγματοποιούνται χρησιμοποιώντας τα συστήματα ισοκρατικής έκλουσης που 
περιγράφονται στην παράγραφο 2.2.3.  
 
2.3.3. Χαρακτηρισμός αποτυπωμένων πολυμερών με εκχύλιση στερεής φάσης 
 
2.3.3.1. Εκχύλιση Στερεής Φάσης SPE 
 Η συγκεκριμένη τεχνική καθαρισμού/απομόνωσης χημικών ενώσεων, 
συνδυάζει τη δράση μιας στερεής και μιας υγρής φάσης και βασίζεται στο γεγονός ότι 
τόσο οι προς απομόνωση ενώσεις όσο και οι υπόλοιπες, που είναι διαλυμένες σε 
κάποιο υγρό, συγκρατούνται σε ένα ειδικό προσροφητικό υλικό που βρίσκεται σε μια 
μικροστήλη εκχύλισης. Οι προς απομόνωση ενώσεις διαχωρίζονται από τις υπόλοιπες 
με την εφαρμογή στη μικροστήλη διαλυτών διαφορετικής πολικότητας. 
Αναλυτικότερα στην SPE διαχωρίζονται πέντε βασικά στάδια (σχήμα.2.3.3.): 
α) Επιλογή κατάλληλης μικροστήλης, 
β) ενεργοποίηση του προσροφητικού υλικού της μικροστήλης με κατάλληλο 
διαλύτη, 
γ) προσθήκη του δείγματος, 
δ) έκπλυση της μικροστήλης και 
ε) έκλουση των αναλυόμενων ουσιών 
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Σχήμα 2.3.3. Στάδια που ακολουθούνται στην εκχύλιση στερεής φάσης (SPE): α) 
στάδιο επιλογής μικροστήλης, β) στάδιο ενεργοποίησης υλικού πλήρωσης, γ) στάδιο 
εφαρμογής του δείγματος, δ) στάδιο έκπλυση της στήλης ε) στάδιο έκλουσης των 
προς απομόνωση ενώσεων.  
 
Στο πρώτο στάδιο (σχήμα.2.3.3.α)) επιλέγεται η  κατάλληλη μικροστήλη ανάλογα με 
τη φύση και την συγκέντρωση των αναλυόμενων ενώσεων, τη φύση του διαλύτη του 
δείγματος, καθώς και από τον όγκο του δείγματος. Το υλικό πλήρωσης της στήλης 
πρέπει να αλληλεπιδρά, όσο πιο εκλεκτικά γίνεται, με τις αναλυόμενες ενώσεις. Η 
αλληλεπίδραση αυτή εξαρτάται τόσο από τη φύση των αναλυόμενων ενώσεων όσο 
και από τη φύση του διαλύτη, στον οποίο είναι διαλυμένες (οργανικά ή υδατικά 
διαλύματα). Ο όγκος του δείγματος και η συγκέντρωση των αναλυόμενων ενώσεων 
θα πρέπει να είναι τέτοια, ώστε να μην υπερβαίνουν τη χωρητικότητα της 
μικροστήλης. Στο δεύτερο στάδιο (σχήμα.2.3.3.β))  το οποίο διεξάγεται πριν από την 
προσθήκη του δείγματος λαμβάνει χώρα ενεργοποίηση του υλικού πλήρωσης της 
στήλης με τη διέλευση από αυτή μερικών όγκων κατάλληλου διαλύτη. Ο σκοπός του 
σταδίου αυτού είναι διπλός: 1) η απομάκρυνση τυχόν ακαθαρσιών και προσμίξεων 
από το υλικό πλήρωσης της μικροστήλης και 2) η ενεργοποίηση των 
χαρακτηριστικών ομάδων του προσροφητικού. Το τρίτο στάδιο (σχήμα.2.3.3.γ))  
αποτελεί το στάδιο εφαρμογής του δείγματος. Το προστιθέμενο δείγμα πρέπει να 
είναι διαλυμένο σε ασθενή διαλύτη, ώστε να επιτραπεί η ισχυρή συγκράτησή του από 
το προσροφητικό υλικό. Για να αποφευχθεί η απόφραξη των μικροστηλών, καλό 
είναι το δείγμα πρώτα να διηθείται ή να φυγοκεντρείται. Στο τέταρτο στάδιο 
(σχήμα.2.3.3.δ)) ακολουθεί έκπλυση της στήλης με σκοπό την απομάκρυνση των 
ενώσεων που δεν συγκρατούνται ειδικά. Η απομάκρυνση των ενώσεων του δείγματος 
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που δεν συγκρατούνται ειδικά πραγματοποιείται με πλύση της μικροστήλης με 
διαλύτη ενδιάμεσης εκλουστικής ισχύος, ώστε ν’ αποφευχθούν οι απώλειες των 
ενώσεων που μας ενδιαφέρουν και ταυτόχρονα να επιτευχθεί επαρκής καθαρισμός 
του δείγματος. Σημαντικό στο στάδιο αυτό είναι ο αριθμός των πλύσεων που θα 
πραγματοποιηθούν έτσι ώστε να επιτευχθεί ικανοποιητικός καθαρισμός του 
δείγματος χωρίς απώλειες. Συνήθως, το στάδιο αυτό εκτελείται δύο με τρεις φορές. 
Στο τελευταίο και κρισιμότερο στάδιο (σχήμα.2.3.3.ε)) γίνεται η έκλουση από τη 
μικροστήλη των ενώσεων του δείγματος, που μας ενδιαφέρουν, με τη χρήση 
κατάλληλου διαλύτη, με ισχυρότερη εκλουστική ισχύ από τον διαλύτη που 
χρησιμοποιήθηκε κατά την έκπλυση της μικροστήλης. Ο όγκος του 
χρησιμοποιούμενου διαλύτη πρέπει να είναι όσο το δυνατό μικρότερος, ώστε 
ν’αποφευχθεί αραίωση του δείγματος, αν και συνήθως μετά το στάδιο αυτό 
ακολουθεί εξάτμιση του διαλύτη και επαναδιάλυση του δείγματος σε κατάλληλο για 
αναλυτικό προσδιορισμό διαλύτη. 
 
  
 
Σχήμα 2.3.4. Διατάξεις που χρησιμοποιούνται στην SPE. α) Εφαρμογή πίεσης με 
σύριγγα, β) εφαρμογή κενού και γ) εφαρμογή κενού, σε διάταξη πολλών 
μικροστηλών. 
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Οι μικροστήλες είναι συνήθως από πολυπροπυλένιο, πολυαιθυλένιο ή γυαλί 
ελεύθερο προσμίξεων. Το προσροφητικό υλικό είναι αντίστοιχο αυτού που 
χρησιμοποιείται στις αναλυτικές στήλες (π.χ. υλικά συζευγμένου διοξειδίου του 
πυριτίου, ιοντοανταλλακτικές ρητίνες, κ.ά.) και συγκρατείται στις μικροστήλες με 
ειδικές φρίτες από πολυπροπυλένιο, PTFE ή ανοξείδωτο χάλυβα (πορώδες 10 - 20 
μm, ώστε να μην παρεμποδίζουν ιδιαίτερα τη ροή). Οι μικροστήλες που διατίθενται 
στο εμπόριο κυκλοφορούν σε διάφορα μεγέθη, με όγκους από 0,5 ως 10 mL και με 
ποσότητα υλικού πλήρωσης από 35mg ως 2g. 
 
2.3.3.2. Πλήρωση στήλης SPE με πολυμερή μοριακής αποτύπωσης 
 Για την κατασκευή στηλών εκχύλισης στερεής φάσης με αποτυπωμένα 
πολυμερή ακολουθείται η εξής διαδικασία: κενές στήλες πολυπροπυλενίου 
χωρητικότητας 3ml (Altech Associates Inc,USA) τοποθετούνται σε συσκευή 
εκχύλισης στερεής φάσης SUPELCO αφού προστεθεί η κάτω φρίττα πολυαιθυλενίου. 
Ακολούθως 100mg του πολυμερούς (45-90μm) αιωρούνται σε μικρή ποσότητα 
διαλύτη (1-3ml) και προστίθενται ως αιώρημα στην κενή στήλη. Το πολυμερές 
αφήνεται για μικρό χρονικό διάστημα να καθιζάνει ως ίζημα και στη συνέχεια ο 
διαλύτης απομακρύνεται εφαρμόζοντας αν απαιτείται μικρό κενό. Μετά την 
απομάκρυνση του διαλύτη το πολυμερές συμπιέζεται προσθέτοντας την πάνω φρίττα 
πολυαιθυλενίου.  
 
2.3.3.3. Προσδιορισμός χωρητικότητας στήλης MIP-SPE  
  Η χωρητικότητα των στηλών MIP-SPE εκτιμάται με πειράματα ανάκτησης 
του υποστρώματος τόσο από τη στήλη του αποτυπωμένου όσο και από τη στήλη του 
τυφλού πολυμερούς. Συγκεκριμένα αφού η στήλη MIP-SPE εξισορροπηθεί, διάλυμα 
του υποστρώματος στο πορογενές φορτώνεται στη στήλη με διαδοχικές φορτώσεις 
του 1ml και ροή 1ml/min. Μετά το πέρας των φορτώσεων (στάδιο εφαρμογής 
δείγματος/φόρτωση) ακολουθεί έκπλυση της στήλης αρχικά με μη πολικό (στάδιο 
έκπλυσης)  και στη συνέχεια με πολικό διαλύτη (στάδιο έκλουσης). Μετά από κάθε 
βήμα το έκλουσμα συλλέγεται, εξατμίζεται μέχρι ξηρού σε σύστημα φυγοκεντρικής 
εξάτμισης υπό κενό (speed vac) και μετά από επαναδιάλυση σε κατάλληλο διαλύτη 
αναλύεται χρωματογραφικά.  
 Οι πειραματικές συνθήκες για τον προσδιορισμό της χωρητικότητας των 
στηλών ως προς κερκετίνη και τρι-Ο-ακετυλο-αδενοσίνη δίνονται στους πίνακες 
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2.3.1. και 2.3.2. Η χρωματογραφική ανάλυση των εκλουσμάτων πραγματοποιήθηκε 
ακολουθώντας τις χρωματογραφικές συνθήκες για την κερκετίνη και την τρι-Ο-
ακετυλο-αδενοσίνη που αναφέρονται στην παράγραφο 2.2.3. 
 
Πίνακας 2.3.1. Πειραματικό πρωτόκολλο MIP-SPE κερκετίνης  
 
 
Εξισορρόπηση  
στήλης 
1 ml μείγματος μεθανόλης / οξικού οξέος (1:1, v/v) 
1ml μεθανόλης 
1 ml μείγματος  μεθανόλης, 2 mol/lt NaOH  (1:1, v/v) 
1 ml μείγματος μεθανόλης, νερού, οξικού οξέος (18:1:1, v/v/v) 
1 ml μεθανόλης 
1 ml ακετονιτρίλιο 
Φόρτωση  1 ml διαλύματος κερκετίνης σε ακετονιτρίλιο ( 16μg/ml) 
Έκπλυση  2 ml ακετονιτρίλιο 
Έκλουση  3 ml μείγματος μεθανόλης, οξικού οξέος (7:1, v/v) 
 
Πίνακας 2.3.2. Πειραματικό πρωτόκολλο MIP-SPE τρι-Ο-ακέτυλοαδενοσίνης 
Εξισορρόπηση  
στήλης 
3 ml μείγματος ακετονιτρίλιο, μεθανόλης (4:1, v/v) 
3 ml βενζόλιο 
Φόρτωση  1 ml διαλύματος τρι-Ο-ακετυλο-αδενοσίνης  σε βενζόλιο (100μg/ml) 
Έκπλυση  2 ml βενζόλιο 
Έκλουση  3 ml μείγματος ακετονιτρίλιο, μεθανόλης (4:1, v/v) 
  
2.4. Παραλαβή Αργών Εκχυλισμάτων από Φυσικά Προϊόντα 
Για την παραλαβή αργού εκχυλίσματος από τη ρητίνη Boswellia serrata,  
ποσότητα της ρητίνης κονιοποιείται σε πορσελάνινο ιγδίο. 4gr κονιοποιημένης 
ρητίνης ζυγίζονται σε φιάλη εκχύλισης Soxhlet και εκχυλίζονται για 3h σε συσκευή 
Soxhlet, χρησιμοποιώντας ως διαλύτη εκχύλισης ακετόνη. Μετά την ολοκλήρωση της 
εκχύλισης, ο διαλύτης απομακρύνεται από το εκχύλισμα με εξάτμιση σε 
περιστρεφόμενο εξατμιστήρα κενού. 
 
2.5. Εκχύλιση Στερεής Φάσης με Μοριακά Αποτυπωμένο Πολυμερές, MIP-SPE  
 Μετά τη συλλογή του το εκχύλισμα της ρητίνης Boswellia serrata 
εφαρμόστηκε στις στήλες SPE αποτυπωμένου πολυμερούς της κερκετίνης. Πιο 
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συγκεκριμένα 37mg εκχυλίσματος της ρητίνης επαναδιαλύθηκαν σε 1ml ακετόνης 
και αφού αναλύθηκαν με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης φορτώθηκαν στη 
στήλη με ταχύτητα που δεν ξεπερνούσε το 1ml/min. Κατά την εξισορρόπηση και το 
ξέπλυμα της στήλης ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο που δίνεται στον πίνακα 2.3.1. με 
τη διαφορά ότι στο τελευταίο στάδιο της εξισορρόπησης αντί για ακετονιτρίλιο 
χρησιμοποιήθηκε ακετόνη. Μετά από κάθε βήμα το έκλουσμα συλλέγεται, 
εξατμίζεται μέχρι ξηρού σε σύστημα φυγοκεντρικής εξάτμισης υπό κενό (speed vac) 
και μετά από επαναδιάλυση σε κατάλληλο διαλύτη αναλύεται χρωματογραφικά. Η 
ανάλυση του δείγματος φόρτωσης και των εκλουσμάτων  πραγματοποιήθηκε με 
βαθμιδωτή έκλουση χρησιμοποιώντας σύστημα δύο φάσεων. Η φάση Α αποτελείται 
από μείγμα μεθανόλης, νερού, οξικού οξέος, 80/20/0.2:v/v/v  και η φάση Β από 
καθαρή μεθανόλη. Εφαρμόστηκε το εξής πρόγραμμα βαθμιδωτής έκλουσης: 0min, 
38%Β → 20min, 49%B → 35min, 61%B → 40min, 68%B → 45min, 69%B → 
50min, 100%B → 60min, 100%B → 66min, 38%B. Η ροή διατηρήθηκε σταθερή στα 
0,7 ml/min. Η στήλη θερμοστατήθηκε στους 28oC.  
 
2.6. Χρωματογραφικός Διαχωρισμός Φυσικών Εκχυλισμάτων (ημι-
παρασκευαστικά) 
 Το εκχύλισμα της ρητίνης B.serrata που παραλήφθηκε με την τεχνική Soxhlet  
διαχωρίζεται σε επιμέρους κλάσματα με τη χρήση ημι-παρασκευαστικής 
χρωματογραφίας. Πιο συγκεκριμένα 180mg στερεού διαλυτοποιούνται σε 1ml 
μεθανόλης και 100μl του διαλύματος αυτού (18mg) κλασματοποιούνται σε στήλη 
Alltima C18 5μm με τη χρήση συνδεδεμένου στο χρωματογραφικό σύστημα 
αυτόματου συλλέκτη κλασμάτων. Για το διαχωρισμό χρησιμοποιείται η τεχνική της 
βαθμωτής έκλουσης δύο φάσεων. Η φάση Α αποτελείται από μείγμα μεθανόλης, 
νερού, 80/20:v/v  και η φάση Β από καθαρή μεθανόλη. Εφαρμόζεται το εξής 
πρόγραμμα: 0min, 50%Β → 10min, 50%B → 20min, 60%B → 30min, 100%B → 
40min, 100%B. Η ανάλυση πραγματοποιείται σε θερμοκρασία δωματίου με σταθερή 
ροή 1ml/min και συλλέγονται κλάσματα ανά δύο λεπτά (20 κλάσματα των 2ml). Η 
διαδικασία πραγματοποιείται τρεις φορές οδηγώντας στην κλασματοποίηση 54mg 
συνολικά εκχυλίσματος Soxhlet. Τα κλάσματα που συλλέγονται αναλύονται με υγρή 
χρωματογραφία υψηλής απόδοσης συνδεδεμένη με ανιχνευτή συστοιχίας διόδων στο 
χρωματογραφικό σύστημα που περιγράφεται στην παράγραφο 2.5. Αυτά που 
αντιστοιχούν στα ίδια χρονικά διαστήματα (time window) ενώνονται μεταξύ τους και 
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εξατμίζονται μέχρι ξηρού σε σύστημα φυγοκεντρικής εξάτμισης υπό κενό (speed 
vac). Μετά τον προσδιορισμό του βάρους σε στερεό υπόλειμμα ακολουθεί 
επαναδιάλυση σε διμεθυλσουλφοξείδιο και τα γνωστής συγκέντρωσης διαλύματα 
χρησιμοποιούνται για τις βιολογικές δοκιμές. 
 
2.7. Κυτταροκαλλιέργειες 
 
2.7.1. Κυτταρικές σειρές και συνθήκες κυτταροκαλλιεργειών 
Για τη διεξαγωγή των βιολογικών δοκιμών στην παρούσα διατριβή 
επιλέχθηκαν οι κυτταρικές σειρές HeLa και Huh7 της ATCC (American Type Culture 
Collection) καθώς και η κυτταρική σειρά HRG1 (προσφορά του Dr. Thomas Hellwig-
Bürgel, University of Luebeck, Germany). Η κυτταρική σειρά HeLa προέρχεται από  
επιθηλιακά κύτταρα ανθρώπινου τραχηλικού καρκινώματος, ενώ η κυτταρική σειρά 
Huh7 από επιθηλιακά κύτταρα ηπατοκαρκινώματος. Τα κύτταρα HRG1 είναι 
επιθηλιακά κύτταρα ηπατοκαρκινώματος HepG2 τα οποία έχουν σταθερά 
επιμολυνθεί με πλασμίδιο αναφοράς που περιέχει στοιχεία απόκρισης στην υποξία 
(HRE) (Wagner et al. 2008).  
Τα κύτταρα των σειρών αυτών  διατηρούνται σε θρεπτικό υλικό Dulbecco’s 
modified Eagle medium (DMEM, High Glucose, 1mM sodium pyruvate, 2,5mM L-
glutamine) (Gibco BRL), 10% fetal bovine serum (FBS) (Biochrom KG Seromed) και 
μίγμα αντιβιοτικών (antibiotic-antimycotic solution) (Gibco BRL). Για τη διατήρηση 
των HRG1 στο θρεπτικό υλικό προστίθεται επίσης 250μg/ml Geneticin G418 (Gibco 
BRL).  
 Τα κύτταρα καλλιεργούνται στις εξής συνθήκες: σε αποστειρωμένα πιάτα 
(Greiner) 10cm
2
 τοποθετούνται 3x106 κύτταρα και αφήνονται σε  επωαστήρα (Forma 
Scientific Inc) σε θερμοκρασία 37oC και ατμοσφαιρικό αέρα - 5% CO2 ώσπου να 
καλύψουν τον πάτο του πιάτου (για 2-3 μέρες). Στη συνέχεια τα κύτταρα μοιράζονται 
σε νέα πιάτα. Για το σκοπό αυτό και αφού απομακρυνθεί το θρεπτικό υλικό, γίνεται 
πλύση των κυττάρων με 1x PBS (137mM NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 
1,76mM KH2PO4) και τα κύτταρα αποκολλώνται από την επιφάνεια του πιάτου 
καλλιέργειας με διάλυμα τρυψίνης (Trypsin 0,25%, 1mM EDTA) (Gibco BRL). Το 
πιάτο αφήνεται για λίγα λεπτά στους 37oC και μόλις ολοκληρωθεί η αποκόλληση των 
κυττάρων η δράση της τρυψίνης διακόπτεται με την προσθήκη θρεπτικού υλικού και 
τα κύτταρα μοιράζονται σε νέα πιάτα. 
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2.7.2. Κατάψυξη και απόψυξη κυττάρων  
Σε περίπτωση που χρειάζεται κύτταρα να διατηρηθούν για μεγάλο χρονικό 
διάστημα πριν να χρησιμοποιηθούν, αυτά καταψύχονται είτε στους -80οC είτε σε 
υγρό άζωτο. Τα κύτταρα αποκολλώνται από την επιφάνεια του πιάτου καλλιέργειας 
με τη χρήση διαλύματος τρυψίνης (όπως περιγράφηκε παραπάνω) και συλλέγονται με 
θρεπτικό υλικό σε σωληνάριο. Ακολουθεί μια φυγοκέντρηση των κυττάρων στα 
20xg, για 10 λεπτά και το ίζημα των κυττάρων επαναιωρείται σε θρεπτικό υλικό με 
10% διμεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO). Τα κύτταρα μοιράζονται σε ειδικά φιαλίδια και 
τοποθετούνται στους  -80οC για 24 ώρες και μετά σε υγρό άζωτο.  
Για να χρησιμοποιηθούν στη συνέχεια τα κύτταρα αποψύχονται ως εξής: το 
φιαλίδιο με τα κύτταρα από το υγρό άζωτο τοποθετείται σε υδατόλουτρο των 37οC, 
ώσπου να ρευστοποιηθεί το περιεχόμενο. Ακολουθεί μια φυγοκέντρηση στα 20xg, 
για 10 λεπτά και το ίζημα των κυττάρων επαναιωρείται σε θρεπτικό υλικό και 
προστίθεται σε πιάτο καλλιέργειας. Μόλις τα κύτταρα προσκολληθούν στην 
επιφάνεια του πιάτου, αλλάζουμε το θρεπτικό υλικό, ώστε να μην υπάρχουν 
υπολείμματα από διμεθυλοσουλφοξείδιο .  
 
2.8. Ανάλυση Πρωτεϊνών με Ηλεκτροφόρηση και Ανοσοαποτύπωση  
 Η τεχνική αυτή αποτελείται από τρία στάδια. Στο πρώτο στάδιο 
πραγματοποιείται διαχωρισμός των πρωτεϊνών με τη μέθοδο της ηλεκτροφόρησης. 
Ακολουθεί η ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών σε μεμβράνη (συνήθως 
νιτροκυτταρίνης) και η ανοσοανίχνευση που επιτρέπει τον εντοπισμό μιας 
καθηλωμένης σε μεμβράνη πρωτεΐνης (αντιγόνο) με τη βοήθεια ειδικών 
αντισωμάτων.  
 
2.8.1. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE) 
Η ηλεκτροφόρηση είναι μια μέθοδος διαχωρισμού μορίων ή σωματιδίων. Η 
βασική αρχή στηρίζεται στο φαινόμενο κατά το οποίο φορτισμένα μόρια και 
σωματίδια, μέσα σε υδάτινα διαλύματα και κάτω από την επίδραση ενός ηλεκτρικού 
πεδίου, κινούνται προς την κατεύθυνση του ηλεκτροδίου με το αντίθετο φορτίο. 
Λόγω των διαφορετικών φορτίων και μαζών, τα διάφορα μόρια θα κινηθούν με 
διαφορετικές ταχύτητες (κινητικότητα).  
Για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 
πολυακρυλαμιδίου πραγματοποιείται αρχικά θέρμανση των πρωτεϊνικών δειγμάτων 
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παρουσία αποδιατακτικών παραγόντων, όπως το δωδεκακυλοθειϊκό νάτριο (SDS) και 
η διθειοθρεϊτόλη (DTT). Το SDS είναι ένα ισχυρό ανιονικό απορρυπαντικό, το οποίο 
δεσμεύεται στις πρωτεΐνες (1,4g ανά g πρωτεΐνης). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την 
αποδιάταξη της τεταρτοταγούς και δευτεροταγούς δομής και την πρόσδοση 
αρνητικού φορτίου σε όλες τις πρωτεΐνες. Το τελευταίο εξαλείφει την επιρροή του 
φορτίου στην κινητικότητα και οι πρωτεΐνες κινούνται μόνο με βάση το Μ.Β. τους. Η 
διθειοθρεϊτόλη είναι αναγωγική ουσία, η οποία διασπά τους δισουλφιδικούς δεσμούς 
ανάμεσα στις κυστεΐνες των πρωτεϊνών και συμβάλει στην πλήρη μετουσίωσή τους. 
 Ο διαχωρισμός των αποδιαταγμένων πλέον πολυπεπτιδίων κατά την 
ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται καθώς τα πολυπεπτίδια, ως φορτισμένα μόρια, 
κινούνται διαμέσου των πόρων μιας πηκτής  υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. Η 
κινητικότητα των πολυπεπτιδίων, όπως ήδη αναφέρθηκε είναι συνάρτηση του 
μοριακού τους βάρους και η ταχύτητά τους (V) σε ένα ηλεκτρικό πεδίο εκφράζεται 
από τον τύπο: 
V = E * z / f 
όπου ο παράγοντας της εξίσωσης f εκφράζει το συντελεστή τριβής, z το φορτίο της 
πρωτεΐνης και Ε την ένταση του ηλεκτρικού πεδίου. 
 Οι  πηκτές πολυακριλαμίδίου είναι χημικά αδρανείς και διάφανες με πόρους 
που δημιουργούνται από τον πολυμερισμό των μονομερών ακρυλαμιδίου με το 
αντιδραστήριο N,N’-methylenebisacrylamide. Η αντίδραση πολυμερισμού αρχίζει με 
την προσθήκη του υπερθειϊκού αμμωνίου (APS) και ολοκληρώνεται με την προσθήκη 
της τετραμεθυλοαιθυλενοδιαμίνης (TEMED). Το μίγμα χύνεται μέσα σε καλούπια 
και οι πηκτές μπορούν να είναι είτε κυλινδρικές (μέσα σε κυλινδρικούς γυάλινους 
σωλήνες) ή επίπεδες (ανάμεσα σε 2 επίπεδα γυαλιά με σφραγισμένα τα πλαϊνά άκρα 
τους) ενώ τα δείγματα τοποθετούνται σε οπές (wells) στο πάνω μέρος της πηκτής. Το 
μέγεθος των πόρων που δημιουργούνται στην πηκτή εξαρτώνται από το βαθμό 
πολυμερισμού και τη συγκέντρωση των μονομερών στο διάλυμα. 
Γενικά, στην ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου οι πηκτές μπορούν 
να κατασκευαστούν με σταθερή συγκέντρωση πολυακρυλαμίδίου και ρυθμιστικού 
διαλύματος (continuous buffer systems) ή με τη δημιουργία του πηκτώματος 
επιστοίβαξης (stacking gel) ακριβώς πάνω από το πήκτωμα διαχωρισμού (separating 
gel) (discontinuous buffer systems). Το πήκτωμα επιστοίβαξης έχει μικρότερη 
συγκέντρωση πολυακρυλαμιδίου και συνεπώς μεγαλύτερους πόρους από το πήκτωμα 
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διαχωρισμού, στο οποίο γίνεται και ο διαχωρισμός του δείγματος. Οι δυο αυτοί 
παράμετροι, δηλαδή η διαφορετική συγκέντρωση πολυακρυλαμιδίου και ρυθμιστικού 
διαλύματος επιτρέπουν σε δείγματα με μεγάλους όγκους να συγκεντρωθούν στην 
πρώτη πηκτή πριν εισέλθουν στη δεύτερη πηκτή όπου και θα διαχωριστούν. Αυτό 
βελτιώνει κατά πολύ την ανάλυση καθώς όλο το δείγμα ξεκινάει να αναλύεται από το 
ίδιο σημείο. Αντίθετα, τα συστήματα με σταθερή συγκέντρωση πολυακρυλαμιδίου 
και ρυθμιστικού διαλύματος επιβάλλουν τη συγκέντρωση του δείγματος σε πολύ 
μικρό όγκο. 
 
2.8.1.1. Λύση Κυττάρων 
Για τη λύση των κυττάρων και την απομόνωση των ολικών πρωτεϊνών 
χρησιμοποιείται το εξής διάλυμα λύσης: 25mM Tris-Cl pH 7,5, 150mM NaCl, 1% 
Triton Χ-100, 5mM MgCl2, 1mM διθειοθρεϊτόλη (DTT), 1mM PMSF και 10mM 
Na3VO4. Τα κύτταρα αποκολλώνται από τον πάτο της φλάσκας με τη βοήθεια 
σπάτουλας. Το κυτταρικό εκχύλισμα διατηρείται για 10 λεπτά στον πάγο και 
ακολουθεί φυγοκέντρηση για 15 λεπτά, στα 10000xg και σε θερμοκρασία  40C. Στο 
υπερκείμενο προστίθεται διάλυμα φόρτωσης (αφού μετρηθεί η ολική περιεκτικότητα 
σε πρωτεΐνη με την μέθοδο Bradford) και τα δείγματα θερμαίνονται στους 950C για 3 
λεπτά. Τα δείγματα διατηρούνται για ηλεκτροφόρηση στους -20οC. 
 
2.8.1.2. Μέθοδος προσδιορισμού πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford (180) 
τροποποιημένη από τον Bearden (181) 
 Ο προσδιορισμός της περιεκτικότητας ενός δείγματος σε πρωτεΐνη σύμφωνα 
με τη μέθοδο αυτή, βασίζεται στη δημιουργία συμπλόκου πρωτεΐνης-χρωστικής σε 
όξινο περιβάλλον, τη μεταβολή του μεγίστου απορρόφησης μετά τη συμπλοκοποίηση 
(από τα 465 nm στα 595 nm) και τη μέτρηση της απορρόφησης του συμπλόκου 
αυτού. 
 Το αντιδραστήριο αποτελείται από τη χρωστική Coomasie Brilliant Blue  
G250 που προστίθεται σε συγκέντρωση 1mg/ml, σε 200ml διαλύματος φωσφορικού 
οξέως 85% υπό ανάδευση και το διάλυμα που προκύπτει αραιώνεται με νερό στο 1lt. 
Μετά την ανάμιξη του πρωτεϊνικού δείγματος και του αντιδραστηρίου, το 
σχηματιζόμενο σύμπλοκο απορροφά στα 595 nm. Με βάση την απορρόφηση αυτή 
και την αναγωγή της σε συγκέντρωση πρωτεΐνης χρησιμοποιώντας πρότυπη καμπύλη 
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αναφοράς με αλβουμίνη (BSA), προσδιορίζεται η περιεκτικότητα του δείγματος σε 
πρωτεΐνη. 
 
2.8.1.3. Προετοιμασία της πηκτής πολυακρυλαμιδίου 
 Για το διαχωρισμό των διαφόρων πρωτεϊνικών παρασκευασμάτων στην 
παρούσα διατριβή χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της ασυνεχούς ηλεκτροφόρησης. Το 
πήκτωμα επιστοίβαξης ύψους 1cm (4,5% ακρυλαμίδιο, 0,1% SDS, 0,125Μ Tris-Cl 
pH 6,8, 2mM EDTA, για τον πολυμερισμό προστίθενται σε τελική συγκέντρωση: 
0,08% APS και 0,04% TEMED) διαδέχεται το πήκτωμα διαχωρισμού (8% 
ακρυλαμίδιο, 0,1% SDS, 0,375Μ Tris-Cl pH 8,8, 2mM EDTA, για τον πολυμερισμό 
προστίθενται σε τελική συγκέντρωση: 0,04% APS και 0,04% TEMED) ύψους 7,5cm 
και πάχους 1mm. Οι θέσεις εισαγωγής του δείγματος δημιουργήθηκαν με τη βοήθεια 
πλαστικής οδοντωτής μήτρας η οποία αφαιρέθηκε μετά τον πολυμερισμό του 
πηκτώματος επιστοίβαξης. 
 
2.8.1.4. Προετοιμασία των προς ανάλυση δειγμάτων 
 Τα προς ανάλυση δείγματα αναμειγνύονται με 4x διαλύματος φόρτωσης 
(250mM Tris-HCl pH 6,8, 9,2% SDS, 40% γλυκερόλη, 0,2% (w/v) μπλέ της 
βρωμοφαινόλης και 100mM DTT το οποίο προστίθεται πριν τη χρήση) (3 όγκοι 
δείγματος και 1 όγκος διαλύματος φόρτωσης) και ακολουθεί θέρμανσή τους για 5 
λεπτά στους 950C, ώστε να επιτευχθεί η αποδιάταξη των πρωτεϊνών. 
 
2.8.1.5. Hλεκτροφόρηση της πηκτής 
 Στην παρούσα  διατριβή, η ηλεκτροφόρηση γίνεται σε συσκευή minigel της 
Hoefer, σε συνεχές ρεύμα 40mA για 1,5 ώρα περίπου ή σε συσκευή της Biorad, σε 
150Volts για 1 ώρα περίπου. Η σύσταση του διαλύματος ηλεκτροφόρησης που 
χρησιμοποιείται έχει ως εξής: 50mM Tris, 0,38M γλυκίνη, 2mM EDTA, 0.1% SDS, 
pH 8,9). Σε κάθε πηγαδάκι φορτώνονται 40μg πρωτεΐνης και η επιβεβαίωση του 
μοριακού βάρους της πρωτεΐνης γίνεται με τη φόρτωση μάρτυρα με πρωτεΐνες 
γνωστών μοριακών βαρών (New England Biolabs).  
 
2.8.2. Μεταφορά πρωτεϊνών σε μεμβράνη 
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 Η μεταφορά των πρωτεϊνών μπορεί να γίνει σε υγρή φάση (Wet transfer) ή σε 
ημίξηρη φάση (Semi-dry transfer). Η μεταφορά επιτυγχάνεται χρησιμοποιώντας 
ηλεκτρικό πεδίο το οποίο μετακινεί τις αρνητικά φορτισμένες πρωτεΐνες από την 
πηκτή πάνω στη μεμβράνη. Κατά τη μεταφορά υγρής φάσης η μεταφορά των 
πρωτεϊνών από την πηκτή στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης γίνεται με τη χρήση 
κατάλληλου διαλύματος μεταφοράς, σε συσκευή η οποία κατέχει κάθετη θέση, 
μεταξύ δυο ηλεκτροδίων. Συγκεκριμένα, μετά το πέρας της  ηλεκτροφόρησης η 
πηκτή επιστοίβαξης απορρίπτεται και η πηκτή διαχωρισμού μαζί με διηθητικά χαρτιά 
Whatman 3ΜΜ και μεμβράνη νιτροκυτταρίνης εξισορροπείται στο διάλυμα 
μεταφοράς (48mM Tris, 39mM γλυκίνη, 1,3mM SDS, 20% μεθανόλη). Ακολούθως 
δημιουργείται ένα πακέτο, τοποθετώντας στην κάτω πλευρά διηθητικά χαρτιά, τα 
οποία διαδέχεται η μεμβράνη, η πηκτή και νέα διηθητικά χαρτιά.. Η συσκευή 
μεταφοράς πληρώνεται με το διάλυμα μεταφοράς και το πακέτο τοποθετείται στη 
συσκευή. Οι πρωτεΐνες είναι αρνητικά φορτισμένες στο διάλυμα μεταφοράς και 
κινούνται προς την  άνοδο. Για το λόγο αυτό η μεμβράνη τοποθετείται από την 
πλευρά της ανόδου, ώστε οι πρωτεΐνες να μεταφερθούν από την πηκτή στη μεμβράνη.  
 Η μεταφορά γίνεται ηλεκτροφορητικά για 1,5 ώρες στα 400mA. Μετά το 
τέλος της  ηλεκτροφόρησης  η μεμβράνη απομακρύνεται και η μεταφορά των 
πρωτεϊνών επιβεβαιώνεται με χρώση της μεμβράνης με 0,2% Ponceau S (Serva) για 
λίγα λεπτά. Η μεμβράνη αποχρωματίζεται με πλύση με νερό και διάλυμα 1xPBS. 
 
2.8.3. Ανοσοαποτύπωση και εμφάνιση με χημειοφωταύγεια (ECL) 
 Η ανοσοανίχνευση επιτρέπει τον εντοπισμό μιας καθηλωμένης σε μεμβράνη 
πρωτεΐνης (αντιγόνο) με τη βοήθεια ειδικών αντισωμάτων. Η αλληλεπίδραση αυτή 
ανιχνεύεται με χημειοφωταύγεια. Η χημειοφωταύγεια είναι ένα φαινόμενο κατά το 
οποίο διεγερμένα μόρια μεταπίπτοντας από μια ηλεκτρονιακά διεργεμένη κατάσταση 
στη βασική εκπέμπουν φως. Η απαιτούμενη ενέργεια για τη διέγερση των μορίων 
προέρχεται από μια χημική αντίδραση. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιείται ένα 
δευτέρο αντίσωμα το οποίο εκτός ότι είναι ικανό να αναγνωρίσει και να δεσμευθεί με 
τις ανοσοσφαιρίνες IgG του πρώτου, είναι συζευγμένο με ένα ένζυμο-δείκτη (όπως το 
ένζυμο υπεροξειδάση) το οποίο αντιδρώντας με εξωγενώς προστιθέμενο υπόστρωμα 
εκλύει φωταύγεια. Στην παρούσα διατριβή ως εξωτερικό υπόστρωμα χρησιμοποιείται 
η χημειοφωταυγής ένωση λουμινόλη, η οποία παρουσία υπεροξειδίου του υδρογόνου 
οξειδώνεται από τη ραφανιδική υπεροξειδάση (HRP) με αποτέλεσμα την εκπομπή 
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φωτός, η ένταση του οποίου αυξάνει κατά 1000 φορές με την παρουσία του 
κουμαρικού οξέος (σχήμα.2.8.1.) 
 Αναλυτικότερα η πειραματική διαδικασία που ακολουθείται έχει ως εξής: η 
μεμβράνη επωάζεται για μία ώρα με το διάλυμα κορεσμού (5% γάλα σε σκόνη σε 
1xPBS - Tween 20 0,1%) προκειμένου να κορεστούν οι θέσεις δέσμευσης των 
πρωτεϊνών της μεμβράνης από τις πρωτεΐνες του γάλακτος και να αποφευχθούν μη 
εξειδικευμένες αλληλεπιδράσεις του αντισώματος με τη μεμβράνη. Στη συνέχεια το 
διάλυμα κορεσμού απομακρύνεται με διαδοχικές πλύσεις με 1xPBS – Tween 20 0,1%  
(3 φορές από 5 λεπτά) και η μεμβράνη επωάζεται με το πρώτο αντίσωμα όλη τη 
νύχτα στους 4οC. Ακολουθεί  πλύση με 1xPBS (3 φορές από 5 λεπτά) για την 
απομάκρυνση του αντισώματος που δεν δεσμεύτηκε στη μεμβράνη και επώαση με το 
δεύτερο αντίσωμα για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. Το δεύτερο αντίσωμα είναι 
συζευγμένο με ραφανιδική υπεροξειδάση (HRP).  
Μετά τις απαραίτητες πλύσεις  στη μεμβράνη προστίθεται αντιδραστήριο 
ECL για 1 λεπτό (10ml λουμινόλης:1,25mM σε 0,1Μ Tris-Cl pH 8,5, 100μl 
κουμαρικό οξύ: 6,8mM σε DMSO και 30μl υπεροξείδιο του υδρογόνου). Η εκπομπή 
φωτός αποτυπώνεται από τη μεμβράνη σε φωτογραφικό φιλμ. Το φιλμ εμφανίζεται 
για 3 λεπτά στο διάλυμα ανάπτυξης (Κοdak) και το σήμα σταθεροποιείται με 
παραμονή 3 λεπτών στο διάλυμα σταθεροποίησης (Κοdak). 
 
NH
NH
NH2 O
O
 
 
Σχήμα 2.8.1. Αντίδραση οξείδωσης της λουμινόλης  
 
2.9. Μικροσκοπία Ανοσοφθορισμού 
Για την ανίχνευση ενδοκυττάριων πρωτεϊνών χρησιμοποιούνται ειδικά 
αντισώματα τα οποία αλληλεπιδρούν με τα αντίστοιχα αντιγόνα τους που βρίσκονται 
στις διάφορες υποκυτταρικές περιοχές των ευκαρυωτικών κυττάρων. Ο εντοπισμός 
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των θέσεων των πρωτεϊνών στα κύτταρα καθίσταται δυνατός μετά από την επώασή 
τους με δεύτερα αντισώματα ειδικά για τα πρώτα, τα οποία φέρουν συζευγμένες 
φθορίζουσες ομάδες. Ο φθορισμός επιτυγχάνεται με την επίδραση φωτός κατάλληλου 
μήκους κύματος. Η παρατήρηση γίνεται με τη χρήση μικροσκοπίου το οποίο φέρει 
κατάλληλους φακούς και φίλτρα απορρόφησης του φωτός.  
Για τη διεξαγωγή του πειράματος τα κύτταρα καλλιεργούνται σε 
αποστειρωμένες καλυπτρίδες διαμέτρου 12mm έτσι ώστε κατά την έναρξη του 
πειράματος να καλύπτουν το 60-70% της επιφάνειας της καλυπτρίδας. Αφού αυτά 
επωαστούν για τον επιθυμητό χρόνο με τους επαγωγείς των πρωτεϊνών που μας 
ενδιαφέρουν, ξεπλένονται με κρύο 1xPBS και μονιμοποιούνται με 1xPBS-3% 
φορμαλδεΰδη (3 λεπτά). Ακολούθως ξεπλένονται εκ νέου με κρύο 1xPBS και 
κατεργάζονται για 15 λεπτά με 1x PBS-1% Triton X-100 στους 4oC. Μετά από νέο 
ξέπλυμα (με κρύο 1x PBS) πραγματοποιείται κορεσμός των μη ειδικών θέσεων στις 
καλυπτρίδες με PBS – 0,1% Tween 20 – 3% BSA στους 4οC για όλη τη νύχτα. Την 
επόμενη μέρα, οι καλυπτρίδες τοποθετούνται σε νέο πιάτο όπου και επωάζονται με τα 
κατάλληλα αντισώματα. Οι επωάσεις με το πρώτο (πολυκλωνικό αντίσωμα 
κουνελιού έναντι του HIF-1α 1:1000 σε PBS-Τween 1% BSA) και δεύτερο αντίσωμα 
(anti-rabbit-FITC 1:500 σε PBS-0,1% Τween-1% BSA) λαμβάνουν χώρα σε 
θερμοκρασία δωματίου για 1h και 30 min αντίστοιχα. Πριν και μετά την επώαση με 
το δεύτερο αντίσωμα πραγματοποιούνται πλύσεις με 1x PBS-0,1% Tween-1% BSA. 
Ακολουθεί στιγμιαία εμβάπτιση σε νερό και οι καλυπτρίδες στεγνώνονται σε χαρτί 
και τοποθετούνται ανάποδα σε αντικειμενοφόρο πλάκα στην οποία έχει τοποθετηθεί 
1 σταγόνα διαλύματος διατήρησης του φθορισμού (VECTASHIELD) το οποίο 
περιέχει και 1% 4΄,6-διαμιδινο-2-φαινυλινδόλιο (DAPI), το οποίο χρωματίζει τους 
πυρήνες μπλε. Η παρατήρηση γίνεται άμεσα σε μικροσκόπιο φθορισμού Axioscope 
40 (Zeiss) και η φωτογράφηση με τη χρήση κάμερας DFC480 (Leica). 
 
2.10. Προσδιορισμός Μεταγραφικής Ενεργότητας με Μέτρηση Ενεργότητας 
Λουσιφεράσης   
Η λουσιφεράση της πυγολαμπίδας (Photinus pyralis) είναι ένα ένζυμο το 
οποίο καταλύει την οξείδωση της λουσιφερίνης χρησιμοποιώντας ΑΤΡ και Mg+2. 
Ταυτόχρονα με την αντίδραση παράγεται φως του οποίου η ένταση μπορεί να 
μετρηθεί με τη βοήθεια ενός λουμινομέτρου. Η ιδιότητα αυτή της λουσιφεράσης 
οδήγησε στην ευρεία χρήση της ως γονίδιο αναφοράς. 
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Σχήμα 2.10.1. Οξείδωση της λουσιφερίνης από το ένζυμο λουσιφεράση 
(Promega) 
 
Στην παρούσα διατριβή για τον προσδιορισμό της μεταγραφικής ενεργότητας 
του HIF-1 στις κυτταρικές σειρές HeLa και Huh7 έγινε διαμόλυνση των 
ευκαρυωτικών κυττάρων με το πλασμίδιο αναφοράς pGL3-luciferase που περιέχει το 
γονίδιο της λουσιφεράσης. Συγκεκριμένα για την ανίχνευση μεταγραφικά ενεργής 
πρωτεΐνης χρησιμοποιείται το πλασμίδιο  pGL3-5HRE-VEGF το οποίο περιέχει 5 
αντίγραφα των HRE του ενισχυτή του γονιδίου του VEGF πριν το γονίδιο της 
λουσιφεράσης (χορηγήθηκε από το εργαστήριο του Dr.Giaccia, Stanford, 
Καλιφόρνια), ενώ για την εκτίμηση της απόδοσης της διαμόλυνσης χρησιμοποιήθηκε 
το πλασμίδιο pCI-Renilla, το οποίο είναι το πλασμίδιο pCI-neo και περιέχει το 
γονίδιο της Renilla Luciferase υπό τη δράση υποκινητή CMV (Verga-Falzcappa 
Blood 2006). Μετά την διαμόλυνση των κυττάρων με το πλασμιδιακό DNA λαμβάνει 
χώρα επαγωγή της πρωτεΐνης και η μεταγραφική της ενεργότητα  προσδιορίζεται από 
την αντίστοιχη εκπομπή φωτός με τη χρήση λουμινομέτρου.  
Στην περίπτωση των κυττάρων HRG1 για την κανονικοποίηση των 
αποτελεσμάτων της μεταγραφικής ενεργότητας μετρήθηκε η ολική πρωτεΐνη στα 
κυτταρικά εκχυλίσματα με την μέθοδο Bradford. 
 
2.10.1. Παρασκευή βακτηριακών κυττάρων δεκτικών σε πλασμιδιακό DNA 
(Competent T10 Ε.coli) 
Τα βακτηριακά κύτταρα (T10 Ε.coli.) επωάζονται σε θρεπτικό μέσο ΤΥΜ 
(2% τρυπτόνη, 0,5% εκχύλισμα ζύμης, 0,1M NaCl, 10mM MgSO4), με αντιβιοτικό 
στρεπτομυκίνη, στους 370C για 16 ώρες περίπου. Μετά το πέρας των 16h, η 
καλλιέργεια αραιώνεται 1:100 και επωάζεται περαιτέρω στους 370C για 2-3 ώρες. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:21:56 EET - 137.108.70.7
 102 
Γίνεται νέα αραίωση 1:250 σε ΤΥΜ χωρίς αντιβιοτικό και ακολουθεί επώαση της 
καλλιέργειας μέχρι η απορρόφηση (OD) στα 590nm των κυττάρων να γίνει 0,35-0,4. 
Τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση (1800xg, 5min),  επαναιωρούνται σε 
διάλυμα  TFBI (30 mM  CH3COOK, 50mM MnCl2, 100mM KCl, 10mM CaCl2, 15% 
γλυκερόλη) και αφήνονται για 10 λεπτά στον πάγο. Ακολουθεί δεύτερη 
φυγοκέντρηση, απομάκρυνση του υπερκείμενου και επαναιώρηση σε διάλυμα TFBII 
(10mM MOPS, 75mM CaCl2, 10mM KCl, 20% γλυκερόλη). Αφού το αιώρημα 
παραμείνει για 60 λεπτά στον πάγο τα κύτταρα μοιράζονται σε σωλήνες 
μικροφυγοκέντρου (τύπου eppendorf) και αποθηκεύονται στους -800C . 
 
2.10.2. Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων 
Για το μετασχηματισμό των βακτηριακών κυττάρων που έγιναν δεκτικά 0.05-
1 μg πλασμιδιακού DNA προστίθεται σε 200μl κυττάρων τα οποία στη συνέχεια 
αφήνονται για 30 λεπτά σε πάγο. Ακολουθεί θερμικό σοκ των κυττάρων για 2 λεπτά 
στους 42οC και επώαση με 1ml θρεπτικού LB (για 1Lt LB: 10g τρυπτόνη, 5g 
εκχύλισμα ζύμης, 5g NaCl σε νερό) για 1 ώρα στους 37 οC. Το θρεπτικό υλικό 
διαχωρίζεται από τα κύτταρα με φυγοκέντρηση (3000xg, 3min) και απομακρύνεται, 
ενώ το ίζημα των κυττάρων επαναιωρείται σε LB και επιστρώνεται σε τριβλίο με LB-
άγαρ (για 1Lt: 10g τρυπτόνη, 5g εκχύλισμα ζύμης, 5g NaCl, 20g άγαρ) που περιέχει 
αμπικιλίνη. Το τριβλίο επωάζεται στους 37οC για περίπου 16 με 18 ώρες. 
 
2.10.3. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA (Qiagen kit) 
Το kit αυτό χρησιμοποιείται για την απομόνωση πλασμιδιακού DNA από 
καλλιέργειες βακτηριακών κυττάρων 100ml. Τα κύτταρα καλλιεργούνται όλη τη 
νύχτα σε LB 100ml και έπειτα από φυγοκέντρηση επαναιωρούνται σε διάλυμα Ρ1 και 
λύνονται με τα διαλύματα P2 και Ρ3.  Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 20000xg για 10 
λεπτά. Το υπερκείμενο χορηγείται στη στήλη QIAGEN-tip 100, η οποία έχει 
εξισορροπηθεί με το διάλυμα QBT, και το πλασμιδιακό DNA δεσμεύεται στη στήλη. 
Ακολουθούν πλυσίματα με το διάλυμα χαμηλής αλατότητας QC για την 
απομάκρυνση πρωτεϊνικών προσμίξεων και το πλασμιδιακό DNA εκλούεται με 
διάλυμα QF σε συνθήκες υψηλής αλατότητας. Το DNA κατακρημνίζεται με 
ισοπροπανόλη και αφαλατώνεται με 70% αιθανόλη. Το ίζημα του DNA έπειτα από 
φυγοκέντρηση στεγνώνει και γίνεται επαναιώρησή του σε κατάλληλη ποσότητα 
νερού. 
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2.10.4. Προσδιορισμός συγκέντρωσης DNA 
 Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης του DNA γίνεται με μέτρηση της 
απορρόφησης στα 260nm. Παράλληλα, γίνεται μέτρηση της απορρόφησης στα 
280nm για να προσδιοριστεί η καθαρότητα του DNA. Έτσι, το φωτόμετρο 
μηδενίζεται με νερό και μετράται η απορρόφηση του δείγματος DNA, το οποίο 
αραιώνεται με νερό, στα 260nm (A260). Επειδή, απορρόφηση ίση με 1 αντιστοιχεί σε 
συγκέντρωση 50μg/ml δίκλωνου DNA, η συγκέντρωση του δείγματος DNA 
υπολογίζεται ως εξής:  
 
Συγκέντρωση DNA = 50μg/ml x A260 x παράγοντας αραίωσης  
Ποσότητα DNA = Συγκέντρωση DNA x συνολικός όγκος από όπου πήραμε το δείγμα 
DNA  
Στη συνέχεια, γίνεται μέτρηση της απορρόφησης στα 280nm (A280) και 
υπολογίζεται ο λόγος Α260 / Α280. Το καθαρό DNA έχει ένα λόγο Α260 / Α280 μεταξύ 
1,8-2,0. 
 
2.10.5. Επιμόλυνση ευκαρυωτικών κυττάρων με τη βοήθεια μη λιπιδικού πολυμερούς  
 Στη μέθοδο αυτή, το πλασμιδιακό DNA εισέρχεται στα ευκαρυωτικά κύτταρα 
μέσω ενός ιζήματος που σχηματίζεται με τη βοήθεια ενός μη λιπιδικού πολυμερούς 
που προσκολλάται στην επιφάνεια των κυττάρων. 
 Συγκεκριμένα το πλασμιδιακό DNA, 1μg πλασμιδίου pGL3-5HRE-VEGF και 
1μg πλασμιδίου pCI-Renilla, παραμένει για 20 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου με 
θρεπτικό υλικό που δεν περιέχει ορό (0,6ml) και το αντιδραστήριο διαμόλυνσης 
Transpass D2 (1μl). Το μίγμα προστίθεται στα κύτταρα που έχουν ήδη καλλιεργηθεί 
και διαφοροποιηθεί σε τρυβλία 12 θέσεων (διαμέτρου 22mm) και ακολουθεί επώαση 
για 3 ώρες. Μετά την πάροδο των 3 ωρών το μίγμα διαμόλυνσης απομακρύνεται και 
κύτταρα επωάζονται για άλλες 24 ώρες με φρέσκο θρεπτικό υλικό που περιέχει 10% 
ορό. 
 
2.10.6. Προσδιορισμός μεταγραφικής ενεργότητας  
 Μετά την ολοκλήρωση της διαδικασίας διαμόλυνσης τα κύτταρα επωάζονται 
με τους επιθυμητούς επαγωγείς. Στη συνέχεια το θρεπτικό υλικό απομακρύνεται και 
τα κύτταρα πλένονται με κρύο 1xPBS. Ακολούθως, λύνονται με 100μl διαλύματος 
λύσης 1x (περιέχεται στο luciferase assay System kit της Promega) και το εκχύλισμα 
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των κυττάρων φυγοκεντρείται στιγμιαία (20000xg) και μεταφέρεται το υπερκείμενο 
σε νέο σωλήνα μικροφυγοκέντρου. Για τη μέτρηση της ενεργότητας του γονιδίου της 
λουσιφεράσης, 20μl από το υπερκείμενο των κυττάρων αναμειγνύονται με 20μl του 
διαλύματος της λουσιφερίνης (του luciferase assay reagent, Promega) και μετράται 
αμέσως το φως που παράγεται σε λουμινόμετρο.   
Για τη μέτρηση της ενεργότητας του γονιδίου της Renilla Luciferase στο ίδιο 
σωληνάκι που έγινε ο προσδιορισμός του γονιδίου της λουσιφεράσης προστίθενται 
20μl από το διάλυμα που περιέχει το υπόστρωμα της Renilla Luciferase στο 
ρυθμιστικό της διάλυμα και μετράται αμέσως το φως που παράγεται σε 
λουμινόμετρο.  
 Τα αποτελέσματα της ενεργότητας του γονιδίου της λουσιφεράσης 
εκφράζονται ως τιμές που έχουν κανονικοποιηθεί προς την ενεργότητα του γονιδίου 
της Renilla Luciferase. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
3.1. Αξιολόγηση Αποτυπωμένων Πολυμερών ως προς την Ικανότητα Ειδικής 
Αναγνώρισης και Επαναδέσμευσης του Υποστρώματος 
Η επιτυχία μιας αποτύπωσης και η ποιότητα του συντιθέμενου πολυμερούς 
αξιολογούνται από την δυνατότητα ειδικής αναγνώρισης και δέσμευσης του 
υποστρώματος από το αποτύπωμα. Για τις εφαρμογές των μοριακών αποτυπωμάτων 
στις διαχωριστικές τεχνικές (χρωματογραφία, εκχύλιση στερεής φάσης)  σημαντική 
παράμετρο αποτελεί και ο αριθμός των θέσεων δέσμευσης των αποτυπωμένων 
πολυμερών. Η δυνατότητα ειδικής αναγνώρισης του υποστρώματος από τα 
παραγόμενα MIP αξιολογήθηκε χρωματογραφικά με προσδιορισμό του  παράγοντα 
αποτύπωσης Ιf ή/και του παράγοντα διαχωρισμού α (§1.5.5.1.). Η ισχύς δέσμευσης 
του υποστρώματος (σταθερά συγγένειας) υπολογίστηκε με πειράματα στατικής 
επαναδέσμευσης. Ο αριθμός των θέσεων δέσμευσης/χωρητικότητα των 
αποτυπωμένων πολυμερών προσδιορίστηκε τόσο σε συνθήκη ισορροπίας μέσω των 
πειραμάτων στατικής επαναδέσμευσης (§1.5.5.2.) όσο και σε συνθήκες ροής με 
πειράματα εκχύλισης στερεής φάσης MIPSPE (§2.3.3.). 
 
3.1.1.Αξιολόγηση Αποτυπωμένων ως προς Κερκετίνη Πολυμερών  
 
3.1.1.1. Χρωματογραφική Αξιολόγηση: προσδιορισμός παραγόντων αποτύπωσης και 
διαχωρισμού 
Για την χρωματογραφική αξιολόγηση του αποτυπωμένου ως προς κερκετίνη 
πολυμερούς MIP1, ζεύγος όμοιων χρωματογραφικών στηλών 150x3mm, πληρώθηκε 
με το εν λόγω πολυμερές ή το αντίστοιχο τυφλό πολυμερές  (διάμετρος κόκκων 25-
45μm ). Το αποτυπωμένο πολυμερές MIP1 εκτιμήθηκε ως προς την ικανότητα να 
αναγνωρίζει το υπόστρωμά του στην κινητή φάση MeCN/H2O/MeCOOH: 80/16/4, 
v/v/v.  
Ο παράγοντας χωρητικότητας για το αποτυπωμένο και το τυφλό πολυμερές 
βρέθηκαν να είναι αντίστοιχα 8,6 και 1,3 ορίζοντας τον παράγοντα αποτύπωσης για 
το πολυμερές MIP1 στο σύστημα αυτό ίσο με 6,6. Η τιμή αυτή με βάση τη 
βιβλιογραφία (Piscopo et al. 2002) θεωρείται πολύ ικανοποιητική και εκφράζει την 
ικανότητα αναγνώρισης του υποστρώματος λόγω ειδικών και μόνο 
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αλληλεπιδράσεων. Το  ποσοστό των μη ειδικών αλληλεπιδράσεων, εκφράζεται από 
τον παράγοντα χωρητικότητας του τυφλού πολυμερούς και υπολογίζεται με βάση τα 
αποτελέσματα του πειράματος ίσο με  15%. Το χαμηλό αυτό ποσοστό είναι πιθανό 
στο εν λόγω σύστημα να προέρχεται από τη διπλάσια της στοιχειομετρικής αναλογία 
(βάση δεσμών υδρογόνου) στην οποία χρησιμοποιήθηκε το μονομερές (1/8 έναντι 
1/4) κατά τη σύνθεση αλλά και από τη μειωμένη, σε σχέση με τους αυστηρά 
ορισμένους στο χώρο δεσμούς υδρογόνου, επιλεκτικότητα των υδρόφοβων και π-π 
αλληλεπιδράσεων. 
 Το πολυμερές MIP1 αξιολογήθηκε περαιτέρω προσδιορίζοντας 
χρωματογραφικά τον παράγοντα διαχωρισμού α για τα φλαβονοειδή: φισετίνη, 
καεμπφερόλη, μπαϊκαλείνη, ταξιφολίνη, κατεχίνη και γαλανγίνη. Όπως φαίνεται και 
από τη σύγκριση των δεικτών συγκράτησης, RI, (πίνακας 3.1.1.)  το μελετώμενο 
πολυμερές είναι αρκετά επιλεκτικό ως προς το υπόστρωμά του, καθώς κατά τη 
χρωματογραφική ανάλυση όλες οι ενώσεις διαχωρίστηκαν από την κερκετίνη (σχήμα 
3.1.1.). Επίσης αξίζει να σημειωθεί ότι σύμφωνα με τα αποτελέσματα του εν λόγω 
πειράματος η συγγένεια των αναλυθέντων ενώσεων  προς το πολυμερές MIP1 είναι 
ανάλογη της δυνατότητας σχηματισμού δεσμών υδρογόνου (αριθμός υδροξυλίων) και 
της δομικής τους ομοιότητας με την κερκετίνη (θέση υδροξυλίων και επίπεδη ή μη 
διάταξη του μορίου). Αναλυτικότερα για τις 3-υδροξυφλαβόνες: φισετίνη, 
καμφερόλη, γαλαγγίνη και μπαϊκαλεΐνη, οι οποίες διαθέτουν επίπεδη αρωματική 
δομή, η συγκράτηση είναι απευθείας ανάλογη του αριθμού των διαθέσιμων 
υδροξυλίων. Η φισετίνη η οποία διαθέτει και τα τέσσερα υδροξύλια της κερκετίνης, 
εμφάνισε την ισχυρότερη συγκράτηση στη στήλη. Η καμφερόλη η οποία διαθέτει τα 
τρία από τα τέσσερα εμφάνισε ελαφρά ισχυρότερη συγκράτηση, χωρίς να 
διαχωρίζεται χρωματογραφικά από τη φισετίνη (σχήμα. 3.1.1.). Η γαλαγγίνη με δύο 
από τα τέσσερα υδροξύλια της κερκετίνης διαδέχθηκε την καμφερόλη, ενώ με μικρή 
διαφορά στο χρόνο συγκράτησης ακολούθησε η μπαϊκαλεΐνη η οποία διαθέτει ένα 
από τα τέσσερα λειτουργικά υδροξύλια. Η 3-υδροξυφλαβανόνη ταξιφολίνη και η 
φλαβαν-3-όλη κατεχίνη συγκρατήθηκαν ελάχιστα στη στήλη. Το αποτέλεσμα αυτό 
αποδίδεται στις δομικές τους διαφορές με το υπόστρωμα. Η αναγωγή του διπλού 
δεσμού 2-3, η οποία έχει ως αποτέλεσμα τη μη επίπεδη διάταξη των μορίων στο 
χώρο, μειώνει, όπως και θα έπρεπε με βάση την αρχή της μοριακής αποτύπωσης 
(§1.4.1.), τη δυνατότητα αναγνώρισης των ενώσεων αυτών από το πολυμερές-
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αποτύπωμα της κερκετίνης. Στην περίπτωση της κατεχίνης η επιπλέον αναγωγή της 
καρβονυλικής ομάδας αυξάνει τη δομική διαφορά με το υπόστρωμα. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 3.1.1. Χρωματογραφική Ανάλυση της Κερκετίνης και των Αναλόγων της 
σε στήλη MIP1HPLC. Η ανάλυση έγινε στην κινητή φάση MeCN/H2O/MeCOOH: 
80/16/4: v/v/v σε θερμοκρασία δωματίου. Η ροή διατηρήθηκε σταθερή στο 1ml/min. 
Ο χρωματογραφικός διαχωρισμός της κερκετίνης από τα συγγενή προς αυτή 
φλαβονοειδή αποκαλύπτει την επιλεκτικότητα του MIP1 πολυμερούς.  Η σειρά 
έκλουσης των φλαβονοειδών από τη στήλη είναι ανάλογη της δομικής τους 
ομοιότητας με το υπόστρωμα (κερκετίνη).  
 
Πίνακας 3.1.1. Παράγοντες χωρητικότητας, παράγοντες διαχωρισμού και δείκτες 
συγκράτησης της κερκετίνης και ανάλογων προς αυτή ενώσεων, όπως υπολογίστηκαν 
από τα δεδομένα της χρωματογραφικής ανάλυσης (σχήμα 3.1.1.) για τα πολυμερή 
MIP1 και NIP1  
Υπόστρωμα tnip tmip knip kmip anip amip RI 
Μεθανόλη 0.8 0.8 - - - - - 
Κερκετίνη 1.8 7.7 1.3 8.6 1 1 1 
Φισετίνη 1.7 4.2 1.1 4.3 1.2 2.02 0.57 
Καεμπφερόλη 2 4.2 1.4 4.3 0.9 2.02 0.47 
Γαλανγίνη 1.9 2.8 1.4 2.5 0.9 3.44 0.27 
Μπαϊκαλείνη 1.6 2.0 1.0 1.5 1.3 5.73 0.23 
Ταξιφολίνη 1.4 1.66 0.8 1.1 1.7 8.00 0.22 
Κατεχίνη  0.93 0.95 0.2 0.2 8.0 45.87 0.17 
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Σχήμα 3.1.2. Συντακτικός Τύπος της Κερκετίνης και των Φλαβονοειδών που 
χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό του παράγοντα διαχωρισμού του 
πολυμερούς MIP1 (με γκρι χρώμα συμβολίζονται τα άτομα C, με κόκκινο χρώμα τα 
άτομα Ο και με λευκό τα άτομα H).  
fisetin
καεμπφερόλη 
κερκετίνη φισετίνη 
γαλαγγίνη 
κατεχίνη μπαϊκαλείνη 
ταξιφολίνη 
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3.1.1.2. Αξιολόγηση με πειράματα στατικής επαναδέσμευσης: προσδιορισμός 
συγγένειας προς το υπόστρωμα, αριθμού θέσεων δέσμευσης και ετερογένειας 
Οι ισόθερμες προσρόφησης για τα πολυμερή MIP1 και MIP2  
παρασκευάστηκαν μετά από πειράματα στατικής επαναδέσμευσης για τα πολυμερή 
αυτά και τα αντίστοιχα τυφλά τους, σύμφωνα με το πρωτόκολλο που αναφέρεται 
στην παράγραφο 2.3.2.  Από τις ισόθερμες προσρόφησης εφαρμόζοντας  τα μοντέλα 
κατανομής θέσεων δέσμευσης υπολογίζονται η σταθερά δέσμευσης, ο αριθμός και η 
κατανομή των θέσεων δέσμευσης του πολυμερούς. Η ίδια διαδικασία 
πραγματοποιήθηκε και για τα αντίστοιχα τυφλά πολυμερή NIP1 και NIP2. 
Οι ισόθερμες που προέκυψαν για τα ζεύγη πολυμερών MIP1/NIP1 και 
MIP2/NIP2 παρουσιάζονται στo σχήμα 3.1.3.Α. Η μεγαλύτερη κλίση της ισόθερμης 
αποτυπωμένου πολυμερούς σε σχέση με την κλίση της ισόθερμης τυφλού 
πολυμερούς, αποδεικνύει τη δημιουργία ειδικών θέσεων δέσμευσης ως προς την 
κερκετίνη τόσο στο πολυμερές MIP1 όσο και στο πολυμερές MIP2. Προκειμένου να 
ποσοτικοποιηθεί το φαινόμενο της αποτύπωσης που απεικονίζεται από την γραφική 
αντιπαράθεση των ισόθερμων MIP/NIP, έγινε προσπάθεια να προσομοιωθούν οι 
ισόθερμες προσρόφησης με το μοντέλο διακριτής κατανομής bi-Langmuir και 
συνεχούς κατανομής Freundlich. 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα και τα δύο μοντέλα περιγράφουν πολύ καλά τη 
δυναμική προσρόφησης του υποστρώματος από το αποτύπωμα δίνοντας σύμφωνα και 
εν μέρει συμπληρωματικά αποτελέσματα (πίνακας 3.1.2.). Σε διάγραμμα LogCFree vs 
LogBound (σχήμα.3.1.3.Β.), τα πειραματικά σημεία βρίσκονται σε ευθεία γραμμή (R2 
≥ 0,99) γεγονός που υποδεικνύει πως η εξίσωση Freundlich περιγράφει πολύ καλά τη 
δέσμευση στα συγκεκριμένα πολυμερή. Σε διάγραμμα Bound vs Bound/CFree 
(σχήμα.3.1.3.Γ.) καθίσταται επίσης δυνατή η διάκριση δύο περιοχών θέσεων 
δέσμευσης (υψηλής και χαμηλής συγγένειας) γεγονός που υποδεικνύει ότι οι 
ισόθερμες προσρόφησης μπορούν να προσομοιωθούν και με το μοντέλο ασυνεχούς 
κατανομής bi-Langmuir. Προκειμένου να διαμορφωθεί μία όσο το δυνατό πιο 
ολοκληρωμένη εικόνα όσον αφορά τη σταθερά συγγένειας και την κατανομή των 
θέσεων δέσμευσης χρησιμοποιήθηκαν και τα δύο μοντέλα. 
Οι υπολογιζόμενες σταθερές συγγένειας και χωρητικότητες για τα πολυμερή 
MIP1 και MIP2 (πίνακας 3.1.2.) αποκαλύπτουν την πολύ καλή συνάφεια αυτών προς 
το υπόστρωμα. Συγκρίνοντας περαιτέρω τις σταθερές αυτές (σταθερά συγγένειας και 
χωρητικότητα) διαπιστώνουμε ότι κατά την αύξηση της αναλογίας προτύπου-
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μονομερούς από 1/6 (πολυμερές MIP2) σε 1/8 (πολυμερές MIP1) αυξήθηκε η 
συγγένεια και η χωρητικότητα του αποτυπωμένου πολυμερούς προς το υπόστρωμά 
του, χωρίς να αυξηθεί παράλληλα η μη ειδική δέσμευση. Το γεγονός αυτό σημαίνει 
ότι η αύξηση της αναλογίας προτύπου/μονομερούς από 1/6 σε 1/8 ήταν αρκετή για να 
μετατοπίσει την ισορροπία της αντίδρασης (σχήμα.2.2.1.) προς το σχηματισμό του 
συμπλόκου χωρίς να οδηγήσει ωστόσο στη δημιουργία επιπλέον μη ειδικών θέσεων 
δέσμευσης. Μπορεί επομένως να διατυπωθεί η άποψη ότι η χρήση της 4-
βινυλοπυριδίνης σε αναλογία δύο φορές μεγαλύτερη της στοιχειομετρικής επιφέρει 
τη σύνθεση του βέλτιστου αποτυπώματος.  
 Η προσομοίωση των ισόθερμων προσρόφησης με δύο διαφορετικά μοντέλα 
(πίνακας 3.1.2.) δεν οδήγησε σε αποκλίσεις, γεγονός πολύ ικανοποιητικό όσον αφορά 
την εγκυρότητα του πειράματος και των προσδιορισθέντων σταθερών. Το μοντέλο 
συνεχούς κατανομής Freundlich ωστόσο φαίνεται να εκφράζει  περισσότερο την 
ειδική δέσμευση και για το λόγο αυτό κρίνεται, με βάση τα αποτελέσματα, 
καταλληλότερο για την περιγραφή πολυμερών που έχουν παρασκευαστεί με 
πολυμερισμό διαλύματος. 
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Δ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 3.1.3. Αποτελέσματα πειραμάτων στατικής επαναδέσμευσης για τα 
αποτυπώματα κερκετίνης MIP1 και MIP2 και της επεξεργασίας τους με τα 
μοντέλα bi- Langmuir και Freundlich. Α) Ισόθερμες προσρόφησης σε εκθετική 
μορφή, B) Ισόθερμες προσρόφησης σε λογαριθμική μορφή, Γ) Διάκιση περιοχών 
δέσμευσης με το μοντέλο ασυνεχούς κατανομής bi-Langmuir (Διάγραμμα 
Scatchard) Δ) Διάγραμμα συνεχούς κατανομής θέσεων δέσμευσης  βάση του 
μοντέλου συνεχούς κατανομής Freundlich. Για τη διεξαγωγή του πειράματος 
διαλύματα κερκετίνης, στο μέσο πολυμερισμού, ακετόνη (V = 5ml) από 2,5 έως 200μΜ 
αφέθηκαν υπό ανάδευση για 24h με 30mg πολυμερούς MIP1 και ΝIP1. Μετά την πάροδο 
των 24ωρών η ποσότητα της κερκετίνης που δεν δεσμεύτηκε από το πολυμερές 
προσδιορίστηκε χρωματογραφικά.   
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Πίνακας 3.1.2. Χαρακτηριστικά των αποτυπωμάτων της κερκετίνης MIP1 και 
MIP2 σύμφωνα με τα μοντέλα bi- Langmuir και Freundlich  
 
3.1.1.3. Προσδιορισμός χωρητικότητας αποτυπωμένων πολυμερών και ανάκτησης 
κερκετίνης σε στήλες εκχύλισης στερεής φάσης (MIPSPE)  
 Σκοπός της παρασκευής στηλών MIPSPE είναι η εφαρμογής τους για την 
απομόνωση και ανάκτηση του υποστρώματος ή ανάλογων προς αυτό ενώσεων από 
μείγματα (Pichon 2007; Alexiadou et al. 2008; Claude et al. 2008; Rejtharova and 
Rejthar 2009; Tan et al. 2009). Για το σκοπό αυτό ελέγχθηκε η χωρητικότητα των 
στηλών MIPSPE με προσδιορισμό του σημείου κορεσμού (break through) ως προς το 
υπόστρωμα. Το ίδιο πείραμα πραγματοποιήθηκε και για τη στήλη του αντίστοιχου 
τυφλού πολυμερούς (NIPSPE).  Η δυνατότητα απομόνωσης και ανάκτησης του 
υποστρώματος εκτιμήθηκε με εκχύλιση του υποστρώματος από τις κορεσμένες 
στήλες SPE και προσδιορισμό της κατανομής του στα στάδια έκπλυσης και έκλουσης 
της στήλης (παράγραφος 2.3.3.1.).  
Ως χωρητικότητα μιας ακίνητης φάσης στην εκχύλιση στερεής φάσης ορίζεται 
η μέγιστη ποσότητα του υποστρώματος που συγκρατείται ανά γραμμάριο φάσης. 
Στην περίπτωση της MIP-SPE η ιδιότητα αυτή σχετίζεται με τον αριθμό των θέσεων 
δέσμευσης Ν των πολυμερών που χρησιμοποιούνται ως στατική φάση. Η 
συγκράτηση ωστόσο του υποστρώματος σε συνθήκες ροής, εξαρτάται και από το 
πορώδες του πολυμερούς που ορίζει την προσβασιμότητα των θέσεων δέσμευσης. 
Αποτελεσματικά, παρόλο που ο αριθμός των θέσεων δέσμευσης των αποτυπωμάτων 
Πολυμερές MIP 1 MIP 2  
Μοντέλο Κατανομής Scatchard Freundlich Scatchard Freundlich 
N, μmole/gr  
N1 N2 
5.5 
N1  N2 
4.4 
2.2 19.9 4.0 10.2 
Kd, μM  
Kd1 Kd2 
10.4 
Kd1 Kd2 
16.5 
3.1  160.5 15.5 75.8 
m  0.58  0.65 
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της κερκετίνης έχει εκτιμηθεί μέσω των πειραμάτων στατικής επαναδέσμευσης, για 
την εφαρμογή τους σε στήλες εκχύλισης στερεής φάσης κρίνεται απαραίτητος ο 
προσδιορισμός της χωρητικότητάς τους σε συνθήκες ροής. Για το σκοπό αυτό, 
στήλες εκχύλισης στερεής φάσης παρασκευάστηκαν για τα πολυμερή MIP1/NIP1 και 
MIP2/NIP2 σύμφωνα με το πρωτόκολλο που αναφέρεται στην παράγραφο 2.3.2. και 
αξιολογήθηκαν ως προς την χωρητικότητά τους. 
Ο κορεσμός της στήλης του αποτυπωμένου MIP1 πολυμερούς επήλθε μετά 
την φόρτωση 180μg (5,3μmol/gr) κερκετίνης, ενώ η στήλη του αντίστοιχου τυφλού 
πολυμερούς κορέστηκε με τη μισή περίπου ποσότητα υποστρώματος (96μg). Στην 
περίπτωση του πολυμερούς MIP2 η διαφορά αν και μικρότερη, ήταν και πάλι 
σημαντική. Η στήλη MIP2SPE συγκράτησε 144μg (4,3μmol/gr) υποστρώματος ενώ η 
στήλη του αντίστοιχου τυφλού μόλις 80μg (σχήμα.3.1.4.). Σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα αυτά οι στήλες MIP1SPE και MIP2SPE εμφανίζουν εξειδίκευση ως 
προς το υπόστρωμά τους. Το γεγονός ότι η υπολογιζόμενη χωρητικότητα σε στήλες 
εκχύλισης στερεής φάσης δεν αποκλίνει από την υπολογιζόμενη χωρητικότητα κατά 
τα πειράματα στατικής επαναδέσμευσης-ισορροπίας (πίνακας 3.1.2.) υποδεικνύει ότι 
η επαναδέσμευση του προτύπου δεν επηρεάζεται έντονα από την κινητική της 
μεθόδου (ταχύτητα φόρτωσης) και τονίζει την καταλληλότητα της τεχνικής. 
Για την εκτίμηση της δυνατότητα απομόνωσης και ανάκτησης της κερκετίνης 
η στήλη του αποτυπωμένου πολυμερούς φορτώθηκε με 96μg κερκετίνης και το 
ποσοστό της κερκετίνης που ανακτήθηκε στο στάδιο έκλουσης (πίνακας 2.3.1., 
§2.3.3.3.) προσδιορίστηκε χρωματογραφικά. Το πείραμα πραγματοποιήθηκε δέκα 
φορές. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα (σχήμα.3.1.5.) το ποσοστό της ανάκτησης του 
προτύπου από το στάδιο έκλουσης κυμάνθηκε από 74-80%. Η σταθερή ανάκτηση της 
κερκετίνης σε κάθε ένα από τους δέκα κύκλους φόρτωσης, καταδυκνύει ότι η 
κερκετίνη μπορεί να διαχωριστεί από μείγμα καθώς συγκρατείται στη στήλη μέχρι το 
τελικό στάδιο έκλουσης αλλά και να ανακτηθεί εξολοκλήρου από αυτή.    
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Σχήμα 3.1.4. Προσδιορισμός σημείου κορεσμού (breakthrough) στηλών 
εκχύλισης στερεής φάσης. 192μg κερκετίνης  φορτώθηκαν στη στήλη MIP1SPE και 
NIP1SPE (12 διαδοχικές φορτώσεις του 1ml διαλύματος κερκετίνης σε ακετονιτρίλιο 
16μg/ml) και 256μg (16 διαδοχικές φορτώσεις του 1ml διαλύματος κερκετίνης σε 
ακετονιτρίλιο 16μg/ml) στις στήλες MIP2SPE και NIP2SPE. Η ποσότητα της κερκετίνης που 
δεν συγκρατήθηκε προσδιορίζεται, σε κάθε ένα από τα δείγματα φόρτωσης, 
χρωματογραφικά. Οι στήλες MIP1SPE  και MIP2SPE κορέστηκαν με τη διπλάσια 
ποσότητα υποστρώματος σε σχέση με τις στήλες NIP1SPE και NIP2SPE, λόγω 
της εξειδίκευσης προς το υπόστρωμά τους. Η χωρητικότητα των αποτυπωμάτων 
σε συνθήκες ροής δεν απέκλινε από τη χωρητικότητα σε συνθήκες ισορροπίας. 
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Σχήμα 3.1.5. Προσδιορισμός Ανάκτησης της κερκετίνης από το κλάσμα 
έκλουσης. Η στήλη του αποτυπωμένου πολυμερούς φορτώθηκε με 96μg κερκετίνης και το 
ποσοστό της κερκετίνης που ανακτήθηκε στο στάδιο έκλουσης προσδιορίστηκε 
χρωματογραφικά. Το πείραμα πραγματοποιήθηκε δέκα φορές. Η σταθερή ανάκτηση της 
κερκετίνης σε κάθε ένα από τους δέκα κύκλους φόρτωσης καταδυκνύει ότι η κερκετίνη 
μπορεί να διαχωριστεί από μείγμα και να ανακτηθεί σε ποσοστό ≥74%. Το αποτύπωμα 
της κερκετίνης δεν χάνει την λειτουργικότητά του με επαναλαμβανόμενη χρήση.    
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3.1.2.Αξιολόγηση Αποτυπωμένων ως προς τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνη Πολυμερών  
 
3.1.2.1. Χρωματογραφική Αξιολόγηση: προσδιορισμός παραγόντων αποτύπωσης 
Για τον υπολογισμό του παράγοντα αποτύπωσης για το πολυμερές MIP3 
επιλέχθηκε ως κινητή φάση το διαλυτικό μέσο πολυμερισμού, ακετονιτρίλιο, γιατί 
είναι γνωστό ότι τα MIP εμφανίζουν τη μέγιστη λειτουργικότητα στο διαλύτη 
πολυμερισμού. Παρόλο που η ΤΟΑΑ διαλύεται στο ακετονιτρίλιο, η έκλουσή της 
από τη στήλη με κινητή φάση καθαρό ακετονιτρίλιο ήταν αδύνατη στο χρονικό 
διάστημα tR = 30min λόγω ισχυρής δέσμευσής της από τη στατική φάση. Το 
αποτέλεσμα αυτό αναμένεται να οφείλεται στους δεσμούς υδρογόνου που 
αναπτύσσονται μεταξύ υποστρώματος και του πολυμερούς, στις κοιλότητες που 
έχουν αποτυπωθεί στη στατική φάση. Για το λόγο αυτό, η έκλουση του 
υποστρώματος από τη στήλη MIP3HPLC υποβοηθήθηκε χρησιμοποιώντας ως κινητή 
φάση μείγμα ακετονιτριλίου με αυξανόμενα ποσοστά νερού (3, 4, 5 και 10% Η2Ο), 
προς εξασθένιση των δεσμών υδρογόνου.  
Η αύξηση του ποσοστού του νερού, πράγματι επιτάχυνε την έκλουση της 
ΤΟΑΑ από τη στήλη MIP3HPLC, αποδεικνύοντας ότι η δέσμευσή της από τη 
στατική φάση οφείλεται σε δεσμούς υδρογόνου (σχήμα.2.2.2.). Η κινητή φάση με το 
μικρότερο ποσοστό νερού (3% Η2Ο), στην οποία ο παράγοντας χωρητικότητας για το 
εν λόγω αποτυπωμένο πολυμερές ήταν ο βέλτιστος, 10,6 (σχήμα.3.1.6.), επιλέχθηκε 
για τον προσδιορισμό του παράγοντα αποτύπωσης. Για το αντίστοιχο τυφλό 
πολυμερές, ο παράγοντας χωρητικότητας, βρέθηκε μόλις 0,3 δίνοντας τον παράγοντα 
αποτύπωσης IF (§1.5.5.1.). ίσο με 35.  Η εξαιρετικά υψηλή τιμή του παράγοντα 
αποτύπωσης εκφράζει την ικανότητα συγκράτησης του υποστρώματος λόγω ειδικών 
και μόνο δεσμών υδρογόνου. Η απουσία μη ειδικής δέσμευσης, η οποία εκφράζεται 
από τον χαμηλό παράγοντα χωρητικότητας του τυφλού πολυμερούς, υποδεικνύει πως 
η ανάπτυξη μεμονωμένων και χωρίς προσανατολισμό δεσμών υδρογόνου (και όχι 
των κυκλικών σχήμα.2.2.2.)  δεν είναι αρκετή για μη ειδική δέσμευση του 
υποστρώματος.  
Η μελέτη παρασκευής της συνθετικής απομίμησης του σημείου πρόσδεσης 
του ATP στις πρωτεϊνικές κινάσες, συνεχίστηκε με την αποτύπωση της τρι-Ο-
ακετυλοαδενοσίνης με το μονομερές 3βινύλ-βενζοικό οξύ, κατά τη σύνθεση του 
πολυμερούς MIP 4. Για τον προσδιορισμό του παράγοντα  αποτύπωσης για το εν 
λόγω πολυμερές MIP 4 δεν χρησιμοποιήθηκε ως κινητή φάση ο διαλύτης 
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πολυμερισμού (πορογενές), βενζόλιο, καθώς δεν αποτελεί ασφαλή διαλύτη για τα 
χρωματογραφικά συστήματα. Η μελέτη διεξάχθηκε στην κινητή φάση MeCN/H2O: 
97/3 v/v. Σύμφωνα με  τον προσδιοριζόμενο παράγοντα χωρητικότητας (4,7) το 
αποτυπωμένο πολυμερές εμφανίζει υψηλή συγγένεια προς το υπόστρωμά του ακόμη 
και σε διαφορετικό μέσο. Το αντίστοιχο τυφλό πολυμερές δεν εμφάνισε δυνατότητα 
επαναδέσμευσης του υποστρώματος. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 3.1.6. Παράγοντας χωρητικότητας ΤΟΑΑ στη στήλη MIP3HPLC. Ως 
κινητή φάση χρησιμοποιήθηκε μείγμα ACN/H2O. Το ποσοστό νερού στην κινητή φάση 
μεταβλήθηκε από 3 έως 10%. Η ροή διατηρήθηκε σταθερή στο 1ml/min. 
 
3.1.2.2. Αξιολόγηση με πειράματα στατικής επαναδέσμευσης: προσδιορισμός 
συγγένειας προς το υπόστρωμα, αριθμού θέσεων δέσμευσης και ετερογένειας 
Για τον προσδιορισμό των σταθερών συγγένειας των αποτυπωμένων ως προς 
τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνη πολυμερών, διαλύματα τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνης σε 
βενζόλιο (V = 5ml) από 20 έως 300μΜ αφέθηκαν να έρθουν σε ισορροπία με 30mg 
πολυμερούς MIP3 έως MIP7 (§2.3.2.) Η συγκέντρωση των αιωρημάτων ως προς το 
υπόστρωμα σε κατάσταση ισορροπίας προσδιορίστηκε χρωματογραφικά (CFree). Από 
τη συγκέντρωση αυτή και την αρχική υπολογίστηκε η ποσότητα του υποστρώματος 
που δεσμεύτηκε ανά γραμμάριο πολυμερούς και διαμορφώθηκαν οι ισόθερμες 
προσρόφησης. 
Η εξαιρετική διαφοροποίηση της κλίσης της ισόθερμης για κάθε ένα από τα 
πέντε πολυμερή (MIP3 έως MIP7) από την κλίση της ισόθερμης του αντίστοιχου 
τυφλού του, είναι εμφανής στη γραφική αντιπαράθεση των ισόθερμων προσρόφησης 
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MIP/NIP για τα πέντε ζεύγη πολυμερών (σχήμα.3.1.7.) και αποκαλύπτει την 
δημιουργία ειδικών θέσεων δέσμευσης ως προς την τρι-Ο-ακέτυλοαδενοσίνη.  
Η προσομοίωση των ισόθερμων πραγματοποιήθηκε με το  μαθηματικό 
μοντέλο Freundlich (Umpleby et al. 2004). 
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Σχήμα 3.1.7. Ισόθερμες προσρόφησης σε εκθετική και λογαριθμική μορφή για τα 
πολυμερή MIP3 έως MIP7 σε αλληλεπικάλυψη (overlay) με τις ισόθερμες των 
αντίστοιχων τυφλών. Για τη διεξαγωγή του πειράματος διαλύματα τρι-Ο-
ακέτυλοαδενοσίνης στο μέσο πολυμερισμού (V = 5ml) από 20 έως 300μΜ αφέθηκαν υπό 
ανάδευση για 24h με 30mg πολυμερούς. Μετά την πάροδο των 24ωρών η ποσότητα του 
υποστρώματος που δεν δεσμεύτηκε από το πολυμερές προσδιορίστηκε χρωματογραφικά.  
 
Οι μαθηματικοί υπολογισμοί (πίνακας 3.1.3.) δείχνουν ότι και στις πέντε 
απόπειρες αποτύπωσης της τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνης τα αποτυπωμένα πολυμερή 
εμφανίζουν υψηλές σταθερές συγγένειας (της τάξεως των αντισωμάτων, (Ye and 
Haupt 2004) και χωρητικότητες. Επιπλέον οι σταθερές αυτές διαφοροποιούνται 
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σημαντικά, από τις σταθερές συγγένειας και χωρητικότητες των αντίστοιχων τυφλών 
πολυμερών. Το γεγονός αυτό σημαίνει ότι κατά την αποτύπωση του προτύπου με το 
μονομερές μεθακρυλικό οξύ (MIP3) αλλά και με το μονομερές 3-βινύλ-βενζοικό οξύ 
(MIP4-MIP7)  δημιουργήθηκαν πράγματι πολυμερή με  κοιλότητες εκμαγεία ως προς 
το πρότυπο μόριο και δυνατότητα ειδικής επαναδέσμευσης αυτού ή ανάλογων προς 
αυτό ενώσεων.  
 
Πίνακας 3.1.3. Συντελεστής Ομοιογένειας Freundlich (m), Μέση Σταθερά 
Διάσπασης Κd, Μέση Χωρητικότητα Ν και Παράγοντας Αποτύπωσης If (όπως 
υπολογίζεται από τα πειράματα επαναδέσμευσης) για τα πολυμερή MIP3-MIP7 
 
Αναλυτικότερα η αποτύπωση της τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνης με το μονομερές 
μεθακρυλικό οξύ (MIP3), η οποία όπως αναφέρθηκε παραπάνω βασίζεται σε δεσμούς 
υδρογόνου, οδήγησε σε ένα πολυμερές με αρκετά καλή σταθερά συγγένειας ως προς 
το υπόστρωμά του (Kd = 43μM) και ικανοποιητική χωρητικότητα (N = 10μmole/gr). 
Η αδυναμία του αντίστοιχου τυφλού πολυμερούς (ΝIP3) να δεσμεύσει το υπόστρωμα 
(πίνακας 3.1.3.), όπως και στην περίπτωση της χρωματογραφικής ανάλυσης, 
επιβεβαιώνει ότι η ανάπτυξη μεμονωμένων και χωρίς προσανατολισμό δεσμών 
υδρογόνου δεν είναι αρκετή για μη ειδική δέσμευση του υποστρώματος. Το γεγονός 
αυτό σημαίνει ότι η περίσσεια στην οποία χρησιμοποιήθηκε το μονομερές στην εν 
λόγω αποτύπωση σε σχέση με τη στοιχειομετρική αναλογία (1/6 έναντι 1/2) δεν είναι 
σε θέση να επιφέρει την αναγνώριση του υποστρώματος λόγω μη ειδικής δέσμευσης 
και καθιστά τη συγκεκριμένη αναλογία προτύπου-μονομερούς ιδανική για το 
συγκεκριμένο σύστημα.  
 
Πολυμερές 
MIP3 
1/6/30 
MIP4 
1/6/30 
MIP5 
1/4/30  
MIP6 
1/3/30 
MIP7 
1/4/30 
MIP  NIP MIP  NIP MIP  NIP MIP  NIP MIP  NIP 
m 0.66  0.44 0.59 0.37 0.52 0.4 0.59 0.35 0.48 
N, μmole/gr  10  - 30.5  12.5 31.5  7.5 21  4 32 9 
Kd, μM  43 - 3.5  31 1.9  43 7.5 61 1.2 36 
kp 0.63 - 3 0.74 3.5 0.3 1.3 0.2 3.3 0.3 
If (0.3mM) - 4 11.6 6.5 11 
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Η αποτύπωση της τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνης με το 3-βινύλ-βενζοικό οξύ σε 
αναλογία αρχικά 1/6 (όμοια με αυτή που χρησιμοποιήθηκε για το μεθακρυλικό οξύ) 
οδήγησε σε πολυμερές (MIP4) με μεγαλύτερη σταθερά συγγένειας (Kd = 3,5μM)   ως 
προς το πρότυπο και αυξημένη χωρητικότητα. Το γεγονός αυτό ήταν αναμενόμενο 
γιατί το εν λόγω μονομερές έχει τη δυνατότητα να αλληλεπιδράσει με την τρι-Ο-
ακετυλοαδενοσίνη με δεσμούς υδρογόνου σε στοιχειομετρία 1/2 (σχήμα.2.2.2.), όπως 
και το μεθακρυλικό, αλλά δύναται επιπλέον να αναπτύξει υδρόφοβες και π-π 
αλληλεπιδράσεις. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές είναι σημαντικές για τη σταθερότητα 
του προς πολυμερισμού συμπλόκου και τη δέσμευση του ATP στις κινάσες, επειδή 
ωστόσο δεν έχουν συγκεκριμένη κατεύθυνση στο χώρο, είναι λιγότερο στερεοειδικές. 
Ως αποτέλεσμα, παράλληλα με την αύξηση της ισχύος δέσμευσης του υποστρώματος, 
αυξάνεται και το ποσοστό των μη ειδικών αλληλεπιδράσεων, γεγονός που 
απεικονίζεται από την αυξημένη κλίση της ισόθερμης του NIP4 πολυμερούς. Το 
ποσοστό αυτών των αλληλεπιδράσεων μειώνεται με την ελάττωση της περίσσειας 
στην οποία χρησιμοποιείται το μονομερές ως προς το υπόστρωμα (NIP4;Kp=0,74, 
NIP5;Kp= 0,3, NIP6;Kp=0,2).  
Όπως αναφέρθηκε στην παράγραφο 1.5.4.6. μία από τις παραμέτρους που 
μπορεί να επηρεάσει την απόδοση μιας αποτύπωσης είναι η θερμοκρασία εκκίνησης 
του πολυμερισμού (He et al. 2007). Οι χαμηλές θερμοκρασίες ευνοούν τη 
σταθερότητα του προς πολυμερισμού συμπλόκου υποστρώματος-μονομερούς και ως 
αποτέλεσμα την απόδοση της αποτύπωσης. Καθώς από τα μέχρι στιγμής 
αποτελέσματα η αποτύπωση της ΤΟΑΑ με το μονομερές VBA σε αναλογία 1/4 
οδηγεί στο πολυμερές/αποτύπωμα με τα βέλτιστα χαρακτηριστικά (πίνακας 3.1.3.), 
κρίθηκε σκόπιμο να διερευνηθεί εάν η εκκίνηση του πολυμερισμού στο σύστημα 
αυτό σε μειωμένη θερμοκρασία θα επέφερε κάποια επιπλέον αύξηση της ήδη 
εξαιρετικά υψηλής συγγένειας του αποτυπώματος προς το υπόστρωμα. Για το σκοπό 
η σύνθεση του πολυμερούς MIP5 επαναλήφθηκε με εκκίνηση του πολυμερισμού σε 
θερμοκρασία δωματίου υποβοηθούμενη από UV ακτινοβολία. Σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα η μείωση της θερμοκρασίας εκκίνησης του πολυμερισμού δεν επιδρά 
σημαντικά στην ποιότητα του εν λόγω αποτυπωμένου πολυμερούς. Το γεγονός αυτό 
σημαίνει ότι η σταθερά σχηματισμού του προς πολυμερισμού συμπλόκου Ka είναι 
αρκετά υψηλή και δεν επηρεάζεται από την αυξομείωση της θερμοκρασίας. 
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3.1.2.3. Προσδιορισμός Χωρητικότητας Αποτυπωμένων Πολυμερών και Ανάκτησης 
τρι-Ο-ακέτυλοαδενοσίνης  σε Στήλες Εκχύλισης Στερεής Φάσης (MIPSPE)  
Από τη βιβλιοθήκη των αποτυπωμένων ως προς τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνη 
πολυμερών επιλέχθηκε για την παρασκευή στηλών εκχύλισης στερεής φάσης το 
πολυμερές  MIP5. Η επιλογή βασίστηκε στην αξιολόγηση με πειράματα στατικής 
επαναδέσμευσης, βάση της οποίας το εν λόγω πολυμερές εμφανίζει τα βέλτιστα 
χαρακτηριστικά. 
Για τον προσδιορισμό της χωρητικότητας της στήλης MIP5SPE 2mg τρι-Ο-
ακέτυλοαδενοσίνης φορτώθηκαν σε αυτή και στη στήλη του αντίστοιχου τυφλού 
πολυμερούς (20 διαδοχικές φορτώσεις του 1ml διαλύματος τρι-Ο-ακέτυλοαδενοσίνης  
σε βενζόλιο 100μg/ml, §2.3.3.). Από τα αποτελέσματα του πειράματος είναι εμφανής 
η εξειδίκευση του αποτυπωμένου πολυμερούς ως προς το υπόστρωμά του. Ο 
κορεσμός της στήλης του αποτυπωμένου MIP5 πολυμερούς επήλθε μετά την 
φόρτωση 1400μg (35μmol/gr) τρι-Ο-ακέτυλοαδενοσίνης, ενώ η στήλη του 
αντίστοιχου τυφλού πολυμερούς κορέστηκε με μόλις 200μg υποστρώματος 
(σχήμα.3.1.8.Α.). Με βάση τα αποτελέσματα αυτά 1200 μg υποστρώματος 
συγκρατούνται ανά 100mg αποτυπωμένου πολυμερούς λόγω ειδικών 
αλληλεπιδράσεων. Όπως και στην περίπτωση των αποτυπωμένων ως προς κερκετίνη 
πολυμερών η υπολογιζόμενη χωρητικότητα σε στήλες εκχύλισης στερεής φάσης δεν 
αποκλίνει από την υπολογιζόμενη χωρητικότητα κατά τα πειράματα στατικής 
επαναδέσμευσης-ισορροπίας (35 έναντι 31,5 μmol/gr)  υπογραμμίζοντας την 
καταλληλότητα της τεχνικής. 
Κατά τον προσδιορισμό του ποσοστού της τρι-Ο-ακέτυλοαδενοσίνης στο 
στάδιο έκπλυσης (wash) αλλά και στο στάδιο έκλουσης (elute) διαπιστώθηκε ότι από 
την ποσότητα του υποστρώματος που παρέμεινε στη στήλη (78%), μόλις 4% του 
υποστρώματος απομακρύνθηκε κατά το στάδιο απομάκρυνσης των μη ειδικά 
συγκρατούμενων ενώσεων (wash) ενώ αυτό ανακτήθηκε σε ποσοστό 96% στο 
κλάσμα έκλουσης/ειδικής συγκράτησης (σχήμα.3.1.8.Β.). Τα αποτελέσματα αυτά 
αποκαλύπτουν την καταλληλότητα της στήλης MIP5SPE και του εφαρμοζόμενου 
πρωτοκόλλου εκχύλισης για απομόνωση και ανάκτηση του υποστρώματος ή 
ανάλογων προς αυτό ενώσεων από μείγματα.  
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Σχήμα 3.1.8.Α. Προσδιορισμός σημείου κορεσμού (breakthrough) στήλης MIP5-
SPE. Β.Ποσοστά ανάκτησης της ΤΟΑΑ μετά τον κορεσμό της στήλη MIP5-SPE 
στα διαφορετικά στάδια ξεπλύματος. Για τον προσδιορισμό της χωρητικότητας των 
στηλών MIP5SPE και NIP5SPE φορτώθηκαν σε αυτές 2 mg TOAA (20 διαδοχικές 
φορτώσεις του 1ml διαλύματος TOAA σε βενζόλιο 100μg/ml). Η ποσότητα της τρι-Ο-
ακέτυλοαδενοσίνης προσδιορίστηκε στα δείγματα  φόρτωσης, έκπλυσης και έκλουσης 
χρωματογραφικά. Η στήλη του αποτυπωμένου πολυμερούς κορέστηκε με την 
επταπλάσια ποσότητα υποστρώματος σε σχέση με το τυφλό πολυμερές (1400μg 
vs 200μg). Το 93% της ποσότητας υποστρώματος που συγκρατήθηκε στη στήλη 
MIP5-SPE (λόγω ειδικής αλληλεπίδρασης με το αποτυπωμένο πολυμερές) 
ανακτήθηκε στο δείγμα έκλουσης, μετά την εφαρμογή ισχυρά πολικού διαλύτη.   
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3.2. Εφαρμογή των μοριακών αποτυπωμάτων της κερκετίνης στην απομόνωση 
αναστολέων του HIF-1 από τη ρητίνη του φυτού Boswellia Serrata  
 Αφού επιτεύχθηκε σε πρώτο στάδιο η σύνθεση πολυμερών με νανο-
κοιλότητες ειδικές για τη δέσμευση των μορίων προτύπων (γνωστοί 
αναστολείς/υποστρώματα του HIF-1) και των ανάλογών τους, χρησιμοποιήθηκε το 
αποτυπωμένο ως προς κερκετίνη πολυμερές MIP1 για την απομόνωση νέων 
αναστολέων του HIF-1 από τη γνωστή στην παραδοσιακή ιατρική φαρμακευτική 
ρητίνη του δένδρου Boswellia serrata (λιβάνι). Η τεχνική που επιλέχθηκε για την 
απομόνωση είναι η εκχύλιση στερεής φάσης με μοριακά αποτυπωμένο πολυμερές, 
MIP-SPE (§2.3.3.). Η τεχνική MIP-SPE διαφοροποιείται από την κλασική τεχνική 
εκχύλισης στερεής φάσης SPE στο ότι η στερεή φάση απαρτίζεται από σωματίδια 
αποτυπωμένου πολυμερούς.  
 Προκειμένου να παραληφθεί ένα ολικό εκχύλισμα της ρητίνης, η τελευταία 
εκχυλίστηκε με ακετόνη σε συσκευή Soxhlet και μετά την απομάκρυνση του διαλύτη 
εκχύλισης, 186mg ξηρού υπολείμματος επαναδιαλύθηκαν σε 5ml ακετόνης 
(συγκέντρωση διαλύματος 37mg/ml). Ένα ml του διαλύματος αυτού εισήχθη στη 
στήλη MIP1SPE μετά την εξισορρόπησή της με το κατάλληλο πρωτόκολλο 
(§2.3.3.3). Η έκπλυση της στήλης πραγματοποιήθηκε με ακετονιτρίλιο και στη 
συνέχεια το κλάσμα των ενώσεων που συγκρατήθηκαν παραλήφθηκε με έκλουση της 
στήλης με μείγμα μεθανόλης/οξικού οξέος 7/1:v/v. Τόσο το ολικό εκχύλισμα, όσο και 
τα δείγματα φόρτωσης (break through fraction), έκπλυσης (wash fraction) και 
έκλουσης (elute fraction), αναλύθηκαν με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης 
συνδεδεμένης με ανιχνευτή συστοιχίας διόδων . Η ίδια πειραματική διαδικασία 
εφαρμόστηκε και στη στήλη του αντίστοιχου τυφλού πολυμερούς NIP1. 
Με βάση τα αποτελέσματα της χρωματογραφικής ανάλυσης των μειγμάτων 
έκλουσης μπορούμε να συμπεράνουμε ότι μέρος των συστατικών της ρητίνης 
εμφανίζει ειδική αλληλεπίδραση με το αποτυπωμένο πολυμερές της κερκετίνης. Το 
συμπέρασμα αυτό εξάγεται από τη διαφορετική σύσταση του μείγματος έκλουσης 
που παραλήφθηκε από τη στήλη του αποτυπωμένου πολυμερούς αναφορικά με το 
μείγμα έκλουσης που παραλήφθηκε από τη στήλη του τυφλού πολυμερούς 
(σχήμα.3.2.1.Α). Η διαφορά της σύστασης των μειγμάτων έκλουσης για κάθε 
συστατικό εκφράστηκε ποσοτικά μέσω του αποτελέσματος αποτύπωσης (ΙΕ, 
Imprinting Effect). Ως αποτέλεσμα αποτύπωσης, ΙΕ, ορίστηκε ο λόγος της ποσότητας 
του συστατικού στο μείγμα έκλουσης της στήλης MIP1SPE (με βάση το εμβαδό της 
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χρωματογραφικής κορυφής) προς την ποσότητα συστατικού στο μείγμα έκλουσης της 
στήλης ΝIP1SPE. Κάθε τιμή μεγαλύτερη της μονάδας σημαίνει ότι το συστατικό 
αυτό συγκρατείται ειδικά από τη στήλη του αποτυπωμένου πολυμερούς. Οι τιμές της 
εν λόγω παραμέτρου, ΙΕ, για τα συστατικά της ρητίνης Boswellia Serrata που 
συγκρατήθηκαν στο αποτύπωμα της κερκετίνης κυμάνθηκαν από 4-8, εκφράζοντας 
την εξαιρετικά ειδική αλληλεπίδρασή τους με το πολυμερές (πίνακας 3.2.1.).    
 
Πίνακας 3.2.1. Αποτέλεσμα αποτύπωσης ΙΕ και φασματικά χαρακτηριστικά των 
κυριότερων συστατικών του μείγματος έκλουσης MIP1-SPE της ρητίνης 
Boswellia serrata. 
 
tR (min)* 
IΕ  (Average)  
n = 3 
λmax (nm)** Ταυτοποίηση*** 
5.10 5 ± 4,3 305.3 - 
11.10 5 ± 0,8 251.3 KBA 
11.98 8 ± 4,3 202 - 
12.84 4 ± 3,5 303.4 - 
14.06 4 ± 3,5 310.7 - 
17.32 8 ± 4,6 251.6 AKBA 
 
*tR = χρόνος συγκράτησης κατά τη χρωματογραφική ανάλυση 
**λmax = μήκος κύματος μέγιστης απορρόφησης με βάση τα φάσματα που 
παραλήφθηκαν από τον συνδεδεμένο στο χρωματογραφικό σύστημα ανιχνευτή 
συστοιχίας διόδων (παράρτημα Β) 
*** Ταυτοποίηση με πρότυπο διάλυμα ΑΚΒΑ και υδρόλυμα αυτού (σχήμα 3.2.3.) 
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Α) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Β) 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 3.2.1.Α. Αλληλοεπικάλυψη χρωματογραφημάτων των μειγμάτων 
έκλουσης κατά την εκχύλιση στερεής φάσης της ρητίνης Boswellia serrata με τις 
στήλες MIP1-SPE και NIP1-SPE. Τα συστατικά της ρητίνης που ανιχνεύονται 
στο μείγμα έκλουσης της στήλης αποτυπωμένου πολυμερούς, συγκρατήθηκαν 
ειδικά από το αποτύπωμα της κερκετίνης, καθώς ανιχνεύονται σε ελάχιστη 
ποσότητα στο μείγμα έκλουσης του τυφλού πολυμερούς. Β. Χρωματογράφημα 
Ολικού Εκχυλίσματος της Ρητίνης Boswellia serrata. Στο χρωματογράφημα 
επισημαίνονται με τους αντίστοιχους χρόνους συγκράτησης τα κυριότερα από τα 
συστατικά της ρητίνης που ανιχνεύθηκαν στο μείγμα έκλουσης. Τα συστατικά αυτά 
δεν είναι τα μόνα που εμπεριέχονται στο εκχύλισμα της ρητίνης.  
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Οι θεραπευτικές ιδιότητες της ρητίνης αποδίδονται, μέχρι σήμερα, στα 
πεντακυκλικά τριτερπένια μποσβελλικά οξέα (σχήμα 3.2.2.) (Syrovets et al. 2005; 
Takada et al. 2006). Το περισσότερο μελετημένο με βάση τη διεθνή βιβλιογραφία και 
ίσως με την εντονότερη βιολογική μέχρι σήμερα γνωστή δράση είναι το ακέτυλο-11-
κέτο-β-μποσβελλικό οξύ (ΑΚΒΑ) (Melillo et al. 1994; Syrovets et al. 2005; O'Hagan 
et al. 2009; Stasinopoulos et al. 2009; Dong et al. 2010).  
 
 
Σχήμα 3.2.2. Χημικές δομές των διαφορετικών τριτερπενικών οξέων που 
εντοπίζονται στη ρητίνη του δένδρου Boswellia serrata 
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Προκειμένου να διαπιστωθεί αν κάποιο από τα μποσβελλικά οξέα του 
μείγματος αυτού είναι το ακέτυλο-11-κέτο-β-μποσβελλικό οξύ, πρότυπο διάλυμα 
ΑΚΒΑ σε μεθανόλη (100μΜ), αναλύθηκε με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης 
συνδεδεμένης με ανιχνευτή συστοιχίας διόδων, στο ίδιο χρωματογραφικό σύστημα 
που χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση του μείγματος έκλουσης. Με βάση τo χρόνο 
συγκράτησης και το φάσμα απορρόφησης υπεριώδους-ορατού, η ένωση που 
αντιστοιχεί στην κορυφή με χρόνο συγκράτησης  17,32min στο χρωματογράφημα του 
μείγματος έκλουσης είναι πράγματι το ακέτυλο-11-κέτο-β-μποσβελλικό οξύ 
(σχήμα.3.2.3. Ι&ΙΙ). Μετά την ταυτοποίησή του, η συγκράτηση του ΑΚΒΑ στο 
αποτύπωμα MIP1 υπολογίστηκε και χρωματογραφικά στη στήλη MIP1-HPLC. 
Σύμφωνα με τον παράγοντα αποτύπωσης (1,6) το ΑΚΒΑ εκλούεται από τη στήλη 
νωρίτερα από την κερκετίνη, ωστόσο συγκρατείται σε αυτή για μεγαλύτερο χρονικό 
διάστημα από ότι στη στη στήλη του ΝIP1, γεγονός που σημαίνει ότι συγκρατείται 
ειδικά.  
Η ποιοτική σύσταση του μείγματος έκλουσης διερευνήθηκε περαιτέρω. Για 
την πιθανή ταυτοποίηση ενός άλλου μποσβελλικού οξέος και συγκεκριμένα του 11-
κέτο-β-μποσβελλικού οξέος (ΚΒΑ) (το οποίο δεν είναι διαθέσιμο στο εμπόριο ως 
πρότυπη ένωση) ποσότητα ΑΚΒΑ υποβλήθηκε σε όξινη υδρόλυση με διάλυμα HCL, 
με σκοπό τη μερική διάσπασή του προς 11-κέτο-β-μποσβελλικό οξύ (ΚΒΑ). Η 
μερική διάσπαση του ΑΚΒΑ προς ΚΒΑ ελέγχθηκε με χρωματογραφική ανάλυση 
(σχήμα.3.2.3.ΙΙΙ). Η έκλουση του προϊόντος υδρόλυσης αναμένεται πριν την αρχική 
ένωση καθώς η απώλεια της ακέτυλο-ομάδας την καθιστά περισσότερο υδρόφιλη. Με 
βάση τα αποτελέσματα της χρωματογραφικής ανάλυσης ποσοστό 11% του ΑΚΒΑ, 
μέσα σε 24 ώρες, υδρολύθηκε σε ΚΒΑ. Ακολούθησε χρωματογραφική ανάλυση του 
μείγματος έκλουσης MIPSPE με σκοπό την πιθανή ταυτοποίηση 11-κέτο-β-
μποσβελλικού οξέος (ΚΒΑ). Σύμφωνα με τα αποτελέσματα η ένωση του μείγματος 
έκλουσης που αντιστοιχεί σε χρόνο συγκράτησης tR=11,10min (σχήμα.3.2.3.Ι&ΙΙΙ), 
είναι πράγματι το 11-κέτο-β-μποσβελλικό οξύ. Η ταυτοποίηση έγινε με βάση τo 
χρόνο συγκράτησης και το φάσμα απορρόφησης υπεριώδους-ορατού. 
Αξίζει να σημειωθεί ότι με βάση τα φασμάτα UVvis των συστατικών του 
μείγματος έκλουσης (όπως αυτά παραλήφθηκαν από τον συνδεδεμένο στο 
χρωματογραφικό σύστημα ανιχνευτή συστοιχίας διόδων, παράρτημα Β) στο εν λόγω 
μείγμα εμπεριέχονται σε σημαντικό ποσοστό τα τριτερπένια, με γνωστή 
αντικαρκινική δράση, μποσβελλικά οξέα (λmax = 200-210nm ή λmax = 250nm ) 
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αλλά και μία άλλη ομάδα ενώσεων που δεν έχει μέχρι σήμερα περιγραφεί (λmax = 
300-310nm, πίνακας 3.2.1.).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 3.2.3. Ταυτοποίηση ΑΚΒΑ (ακέτυλο-11-κέτο-β-μποσβελλικού οξέος) και 
ΚΒΑ (11-κέτο-β-μποσβελλικού οξέος) στο μείγμα έκλουσης MIP1SPE της 
ρητίνης Boswellia serrata. Ι)Χρωματογράφημα του προϊόντος-μείγματος 
έκλουσης MIP1SPE της ρητίνης Boswellia serrata ΙΙ)Πρότυπου διαλύματος 
ακέτυλο-11-κέτο-β-μποσβελλικού οξέος. ΙΙΙ) υδρολύματος ΑΚΒΑ. Η υδρόλυση του 
ΑΚΒΑ πραγματοποιήθηκε με διάλυμα HCL 0,37% σε θερμοκρασία δωματίου για 24 ώρες. 
Οι αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης με ανιχνευτή 
συστοιχίας διόδων (§2.5.). Η ταυτοποίηση των συστατικών βασίστηκε στο χρόνο 
συγκράτησης tR και τα φάσματα απορρόφησης υπεριώδους-ορατού, τα οποία παρελήφθησαν 
από τον συνδεδεμένο στο χρωματογραφικό σύστημα ανιχνευτή συστοιχίας διόδων. 
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3.3. Χρωματογραφικός Διαχωρισμός Φυσικών Εκχυλισμάτων 
 Σύμφωνα με τα μέχρι στιγμής αποτελέσματα, ένα μέρος των συστατικών της 
ρητίνης του δένδρου Boswellia serrata συγκρατείται ειδικά από το αποτύπωμα του 
γνωστού αναστολέα του HIF-1 κερκετίνη. Προκειμένου να διαπιστωθεί αν τα 
συστατικά αυτά παρουσιάζουν κάποια ανάλογη ή μη προς την κερκετίνη βιολογική 
δραστικότητα, κρίθηκε σκόπιμο το μείγμα τους, το οποίο παραλήφθηκε με την 
τεχνική εκχύλισης στερεής φάσης με μοριακά αποτυπωμένο πολυμερές MIPSPE να 
διαχωριστεί σε επιμέρους κλάσματα. Καθώς ωστόσο η κλασματοποίηση ενός 
μείγματος προϋποθέτει σημαντική ποσότητα στερεού, τα επιμέρους κλάσματα του 
μείγματος έκλουσης συλλέχθηκαν με κλασματοποίηση του ολικού εκχυλίσματος.  Για 
το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της παρασκευαστικής και ημι-
παρασκευαστικής χρωματογραφίας.  
Το ολικό εκχύλισμα της ρητίνης διαχωρίστηκε σε επιμέρους κλάσματα 
χρησιμοποιώντας στήλη Alltima C18 5μm και αυτόματο συλλέκτη κλασμάτων 
συνδεδεμένο στο χρωματογραφικό σύστημα (ημι-παρασκευαστική χρωματογραφία) 
(§2.6.). Τα συλλεγμένα κλάσματα ελέγχθηκαν ως προς τη σύστασή τους αναλυόμενα 
με HPLC-PDA. Η διαδικασία πραγματοποιήθηκε τρεις φορές και τα κλάσματα με την 
ίδια σύσταση ενώθηκαν μεταξύ τους και εξατμίστηκαν μέχρι ξηρού. Η διαδικασία 
αυτή οδήγησε στη συλλογή τεσσάρων επιμέρους κλασμάτων του ολικού 
εκχυλίσματος της ρητίνης (σχήμα.3.3.1.). Τα τρία πρώτα κλάσματα (κλάσμα Ι: 4-
7min, κλάσμα ΙΙ: 11-15min, κλάσμα ΙΙΙ: 17-18min) εμπεριέχουν τα συστατικά του 
προϊόντος-μείγματος έκλουσης της εκχύλισης MIPSPE ενώ στο τέταρτο κλάσμα 
εμπεριέχονται οι ενώσεις που δεν εμφάνισαν ειδική αλληλεπίδραση με το αποτύπωμα 
της κερκετίνης. Συγκεκριμένα το τρίτο κλάσμα αντιστοιχεί σε καθαρό ακέτυλο-11-
κέτο-β-μποσβελλικό οξύ (ΑΚΒΑ). Από  τον προσδιορισμό του βάρους σε στερεό 
υπόλειμμα κάθε κλάσματος εξάγεται η εκατοστιαία κατά βάρος σύσταση του ολικού 
εκχυλίσματος, σύμφωνα με την οποία το 21%κ.β. αποτελεί το πρώτο κλάσμα, το 
13%κ.β. το δεύτερο, το 8%κ.β. το τρίτο κλάσμα (ΑΚΒΑ) και το 58% το τέταρτο. 
Σημαντικό είναι, όσον αφορά την τεχνική εκχύλισης στερεής φάσης μοριακά 
αποτυπωμένου πολυμερούς, το αποτέλεσμα ότι ποσοστό περίπου 60% του ολικού 
εκχυλίσματος της ρητίνης αποτελεί το κλάσμα των συστατικών (τέταρτο κλάσμα)   
που δεν συγκρατήθηκαν ειδικά στο πολυμερές (πληρωτικό υλικό) κατά την εφαρμογή 
της τεχνικής. Το αποτέλεσμα αυτό αποκαλύπτει την επιλεκτικότητα της τεχνικής και 
την καταλληλότητά της για τη στοχευμένη απομόνωση ενώσεων με συγκεκριμένες, 
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προκαθορισμένες φυσικοχημικές ιδιότητες (στερεοχημική διάταξη, μοριακός όγκος, 
ύπαρξη συγκείμενων λειτουργικών ομάδων, κατανομή των φορτίων στο μόριο).  
 
Α) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 3.3.1. Χρωματογράφημα ολικού εκχυλίσματος της ρητίνης Boswellia 
serrata από 0-20min στα 280nm. Τα συστατικά του προϊόντος-μείγματος έκλουσης 
εμπεριέχονται στα τρία πρώτα κλάσματα του ολικού εκχυλίσματος. Το εκχύλισμα της 
ρητίνης αναλύθηκε με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης συνδεδεμένης με ανιχνευτή 
συστοιχίας διόδων (§2.5).   
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3.4. Επίδραση των συστατικών της ρητίνης του φυτού Boswellia serrata που 
απομονώθηκαν με MIP1-SPE στη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 και τα 
επίπεδα έκφρασης της α υπομονάδας  
 Προκειμένου να διαπιστωθεί αν στο μείγμα έκλουσης MIP1-SPE της 
φαρμακευτικής ρητίνης εμπεριέχονται συστατικά που μπορούν να δράσουν 
ρυθμιστικά ως προς την απόκριση των κυττάρων στην υποξία, το εν λόγω μείγμα 
ελέγθηκε ως προς την επίδρασή του στη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 και τα 
επίπεδα έκφρασης της ρυθμιζόμενης α- υπομονάδας του. Για αντίστοιχη δράση στον 
HIF-1 ελέγθηκαν και τα επιμέρους κλάσματα του ολικού εκχυλίσματος των οποίων 
τα συστατικά αντιστοιχούν σε συστατικά του μείγματος έκλουσης (§3.3.). 
 
3.4.1. Διερεύνηση της ρύθμισης της  μεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 από τα 
συστατικά της ρητίνης του φυτού Boswellia serrata που απομονώθηκαν με MIP1-SPE 
 Τα συστατικά της ρητίνης Boswellia serrata που συγκρατήθηκαν ειδικά στο 
αποτύπωμα της κερκετίνης (μείγμα έκλουσης) ελέγχθηκαν για ρυθμιστική δράση σε 
υποξικές συνθήκες διερευνώντας αρχικά την επίδρασή τους στη μεταγραφική 
ενεργότητα, επαγόμενου από μιμητές της υποξίας, HIF-1. Για τη μελέτη της 
επίδρασης του μείγματος έκλουσης MIP1-SPE της ρητίνης στη μεταγραφική 
ενεργότητα του HIF-1, έγινε διαμόλυνση κυττάρων HeLa με πλασμιδιακή κατασκευή 
που περιέχει στοιχεία απόκρισης στην υποξία (HRE) στον προαγωγέα του γονιδίου 
αναφοράς της λουσιφεράσης και μετρήθηκε η ενεργότητα του παραγόμενου ενζύμου 
της λουσιφεράσης. Συγκεκριμένα για τον προσδιορισμό της μεταγραφικής 
ενεργότητας του HIF-1 χρησιμοποιήθηκε το πλασμίδιο  pGL3-5HRE-VEGF ενώ για 
την εκτίμηση της απόδοσης της διαμόλυνσης χρησιμοποιήθηκε το πλασμίδιο pCI-
Renilla. Μετά από επώαση 24 ωρών, έγινε επαγωγή του HIF-1α  με κατεργασία των 
κυττάρων με 150μΜ δεσφεριοξαμίνη και παράλληλη επώαση με το μείγμα έκλουσης 
MIP1-SPE για 4 ώρες στους 37οC. Το μείγμα έκλουσης (μετά από εξάτμιση του 
διαλύτη έκλουσης) διαλυτοποιήθηκε σε διμεθυλοσουλφοξείδιο. 
 Ακολούθησε ο προσδιορισμός της μεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 (§ 
2.10.6). Παρατηρήθηκε ότι η αύξηση της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης 
(3 φορές) από την δεσφεριοξαμίνη (σε σύγκριση με τα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν 
απουσία της) αναιρέθηκε εξολοκλήρου στα κύτταρα που κατεργάστηκαν παράλληλα 
με το μείγμα έκλουσης MIP1-SPE. Το γεγονός αυτό μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι 
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τα συστατικά του εν λόγω μείγματος αναστέλλουν τη δράση του HIF-1, καθώς 
παρουσία τους, τόσο σε συγκέντρωση 25 όσο και 50μg/ml, δεν ανιχνεύεται 
μεταγραφική ενεργότητα.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 3.4.1. Δοσοεξαρτώμενη επίδραση του μείγματος έκλουσης στη 
μεταγραφική ενεργότητα επαγόμενου από δεσφεριοξαμίνη HIF-1 σε κύτταρα 
HeLa. Έγινε διαμόλυνση των κυττάρων με τα πλασμίδια pGL3-5HRE-VEGF και pCI-
Renilla για 24 ώρες και ακολούθησε επώαση για 4h με  δεσφεριοξαμίνη σε συγκέντρωση 
150μΜ και το μείγμα της ρητίνης στις συγκεντρώσεις 25 και 50 μg/ml. Ακολούθησε λύση 
των κυττάρων και μέτρηση της ενεργότητας του γονιδίου της λουσιφεράσης σε 
λουμινόμετρο. Οι τιμές είναι ο μέσος όρος δύο πειραμάτων, με τρεις τιμές ανά συνθήκη σε 
κάθε πείραμα. 
 
 Η διαπίστωση της αρνητικής ρύθμισης της μεταγραφικής δράσης του HIF-1 
από το μείγμα έκλουσης MIP1-SPE, δημιούργησε στο σημείο αυτό τα ερωτήματα αν 
η δραστικότητα του μείγματος έκλουσης μπορεί να αποδοθεί στο γνωστό 
βιοδραστικό συστατικό ΑΚΒΑ, αν το ΑΚΒΑ δρα στο σηματοδοτικό μονοπάτι του 
HIF-1 σε καθαρή μορφή, καθώς επίσης και αν στην περίπτωση αυτή υπάρχουν άλλα 
βιοδραστικά συστατικά στο μείγμα έκλουσης. Για να απαντηθούν τα ερωτήματα αυτά 
κρίθηκε σκόπιμο να ελεγχθούν ως προς τη ρύθμιση της μεταγραφικής δράσης του 
HIF-1, τα τρία επιμέρους κλάσματα του μείγματος έκλουσης MIP1-SPE που 
απομονώθηκαν από το ολικό εκχύλισμα με την τεχνική της ημι-παρασκευαστικής 
χρωματογραφίας (σχήμα.3.3.1.). Παράλληλα με αυτά, ελέγχθηκε και το μείγμα των 
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συστατικών της ρητίνης, τα οποία δεν εμφάνισαν ειδική αλληλεπίδραση με το 
αποτύπωμα της κερκετίνης (κλάσμα IV).   
 Για τη διερεύνηση της επίδρασης των επιμέρους κλασμάτων της ρητίνης 
(κλάσμα Ι: 4-7min, κλάσμα ΙΙ: 11-15min, κλάσμα ΙΙΙ: 17-18min (ΑΚΒΑ), κλάσμα 
ΙV: 18-40min) στη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 πραγματοποιήθηκε 
διαμόλυνση κυττάρων HeLa με τα πλασμίδια που αναφέρθηκαν παραπάνω, 
ακόλουθη επαγωγή με 150μΜ δεσφεριοξαμίνης και παράλληλη επώαση με τα 
επιμέρους κλάσματα σε συγκέντρωση 25 μg/ml. 
 
 
Σχήμα 3.4.2. Επίδραση των διαχωρισθέντων με ημιπαρασκευαστική 
χρωματογραφία κλασμάτων της ρητίνης Boswellia serrata στη μεταγραφική 
ενεργότητα επαγόμενου από δεσφεριοξαμίνη HIF-1 σε κύτταρα HeLa. Τα τρία 
πρώτα κλάσματα (κλάσμα Ι: 4-7min, κλάσμα ΙΙ: 11-15min, κλάσμα ΙΙΙ: 17-18min) 
εμπεριέχουν τα συστατικά του προϊόντος-μείγματος έκλουσης της εκχύλισης MIP1-SPE ενώ 
στο τέταρτο κλάσμα (κλάσμα IV: 18-40min) εμπεριέχονται οι ενώσεις που δεν 
συγκρατήθηκαν από το αποτύπωμα της κερκετίνης. Συγκεκριμένα το τρίτο κλάσμα 
αντιστοιχεί σε καθαρό ακέτυλο-11-κέτο-β-μποσβελλικό οξύ (ΑΚΒΑ). Πραγματοποιήθηκε 
διαμόλυνση των κυττάρων με τα πλασμίδια pGL3-5HRE-VEGF και pCI-Renilla για 24 ώρες 
και ακόλουθη επώαση με δεσφεριοξαμίνη για 4 ώρες σε συγκέντρωση 150μΜ και τα 
κλάσματα της ρητίνης στη συγκέντρωση 25 μg/ml. Ακολούθησε λύση των κυττάρων και 
μέτρηση της ενεργότητας του γονιδίου της λουσιφεράσης σε λουμινόμετρο.  Οι τιμές είναι ο 
μέσος όρος τριών πειραμάτων, με τρεις τιμές ανά συνθήκη σε κάθε πείραμα. 
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Παρατηρήθηκε ότι η αύξηση της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης (3 φορές)  
από το χημικό μιμητή της υποξίας δεσφεριοξαμίνη (σε σύγκριση με τα κύτταρα που 
καλλιεργήθηκαν απουσία της) αναιρέθηκε εξολοκλήρου στα κύτταρα που 
επωάστηκαν παράλληλα με τα επιμέρους κλάσματα του μείγματος έκλουσης της 
ρητίνης (κλάσμα Ι: 4-7min, κλάσμα ΙΙ: 11-15min, κλάσμα ΙΙΙ: 17-18min). Αντιθέτως 
η αύξηση της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης ελάχιστα ελαττώθηκε από 
την επώαση των κυττάρων με το μείγμα των υπόλοιπων συστατικών της ρητίνης 
(κλάσμα IV: 18-40min).  
 Τα αποτελέσματα αυτά υποδεικνύουν ότι τα επιμέρους κλάσματα του 
μείγματος έκλουσης εμφανίζουν εξίσου ισχυρή δυνατότητα αναστολής της 
μεταγραφικής ενεργότητας του HIF – 1 με το μείγμα έκλουσης στο σύνολό του. 
Συγκεκριμένα,  το κλάσμα ΙΙΙ (17-18min) εμπεριέχει καθαρό ΑΚΒΑ. Η δράση του 
κλάσματος αυτού αποκαλύπτει τη δράση του ακέτυλο-11-κέτο-β-μποσβελλικού οξέος 
στη ρύθμιση του HIF – 1. Τα κλάσματα Ι (4-7min) και ΙΙ (11-15min) δεν αποτελούν 
καθαρές ενώσεις αλλά μείγματα διαφορετικών συστατικών, στα οποία δεν 
συμπεριλαμβάνεται το ΑΚΒΑ. Η δράση των κλασμάτων Ι (4-7min) και ΙΙ (11-15min) 
δείχνει ότι στο μείγμα έκλουσης MIP1SPE της ρητίνης εμπεριέχονται δραστικά 
συστατικά πέραν του ακέτυλο-11-κέτο-β-μποσβελλικού οξέος. Αναλυτικότερα στο 
κλάσμα Ι (4-7min) με βάση τα φάσματα απορρόφησης (λmax = 300-310nm)  δεν 
εμπεριέχονται γενικότερα μποσβελλικά οξέα. Το γεγονός ότι το κλάσμα αυτό 
εμφάνισε αρνητική ρύθμιση της μεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 οδηγεί στο 
συμπέρασμα ότι στη ρητίνη εμπεριέχονται δραστικά συστατικά πέρα των 
μποσβελλικών οξέων. Αξίζει στο σημείο αυτό να τονιστεί ότι οι θεραπευτικές 
ιδιότητες της ρητίνης αποδίδονται από την επιστημονική κοινότητα μέχρι και σήμερα 
στα μποσβελλικά οξέα με αποτέλεσμα οι ενώσεις αυτές να θεωρούνται ότι αποτελούν  
τα μοναδικά δραστικά συστατικά της ρητίνης με πιθανή αντικαρκινική δράση.  
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3.4.2. Διερεύνηση της επίδρασης των συστατικών της ρητίνης του φυτού Boswellia 
serrata στα επίπεδα έκφρασης του HIF-1α. 
 Αφού διαπιστώθηκε η αρνητική ρύθμιση της μεταγραφικής ενεργότητας του 
HIF-1 από τα συστατικά του μείγματος έκλουσης MIP1SPE της ρητίνης Boswellia 
serrata, κρίθηκε σκόπιμο να διερευνηθεί πως σχετίζεται η δράση αυτή με τη 
ρυθμιζόμενη υπομονάδα HIF-1α. Επειδή ο έλεγχος των πρωτεϊνικών επιπέδων του 
HIF-1α είναι ένας από τους κύριους μηχανισμούς ρύθμισης της δράσης του, 
ελέγχθηκε η πιθανότητα, η απώλεια της μεταγραφικής του ενεργότητας από το 
εκχύλισμα να οφείλεται στη μείωση των πρωτεϊνικών του επιπέδων.  
Αρχικά, ελέγχθηκε όπως και κατά τη διερεύνηση της μεταγραφικής 
ενεργότητας η επίδραση των συστατικών αυτών στα πρωτεϊνικά επίπεδα του  ΗΙF-1α 
σε μείγμα, όπως αυτό απομονώθηκε κατά την εκχύλιση στερεής φάσης της ρητίνης 
με μοριακά αποτυπωμένο πολυμερές. Η μελέτη πραγματοποιήθηκε σε κύτταρα HeLa, 
στα οποία έγινε επαγωγή του ΗΙF-1α με το χημικό μιμητή της υποξίας 
δεσφεριοξαμίνη σε συγκέντρωση 150μΜ για 4 ώρες και παράλληλη επώαση με το 
μείγμα έκλουσης στις συγκεντρώσεις 25 και 50μg/ml. Ακολούθησε λύση των 
κυττάρων και  παραλαβή των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων σύμφωνα με τον τρόπο που 
περιγράφεται στην §2.8.1.1. Τα εκχυλίσματα αναλύθηκαν σε πηκτή 
πολυακρυλαμιδίου SDS-PAGE και ακολούθησε η ηλεκτρομεταφορά τους σε 
μεμβράνη νιτροκυτταρίνης και η ανοσοανίχνευση του HIF-1α και της ακτίνης. 
Με βάση τα αποτελέσματα του πειράματος (σχήμα.3.4.4.Α) η κατεργασία των 
κυττάρων με το μείγμα έκλουσης οδηγεί σε σημαντική μείωση των επιπέδων του 
ΗΙF-1α. Συγκεκριμένα, σε συγκέντρωση 50μg/ml η επαγωγή του ΗΙF-1α από τη 
δεσφεριοξαμίνη αναστέλλεται πλήρως από το μείγμα έκλουσης MIP1-SPE. Στη 
μικρότερη συγκέντρωση των 25μg/ml αν και παρατηρείται μείωση των πρωτεϊνικών 
επιπέδων του ΗΙF-1α δεν υπάρχει πλήρης αναστολή της επαγωγής.  
Αφού διαπιστώθηκε ότι το μείγμα έκλουσης επηρεάζει τα πρωτεϊνικά επίπεδα 
του HIF-1α κρίθηκε σκόπιμο να διερευνηθούν ως προς τη δράση αυτή τα επιμέρους 
συστατικά του. Από τα συστατικά του μείγματος έκλουσης ελέγχθηκε αρχικά το 
ΑΚΒΑ το οποίο όπως δείξαμε παραπάνω αναστέλλει εξολοκλήρου τη μεταγραφική 
δραστικότητα του HIF-1 σε συγκέντρωση 25μg/ml (50μΜ). Η επαγωγή του HIF-1α, 
πραγματοποιήθηκε επίσης με δεσφεριοξαμίνη (150μΜ για 4 ώρες) σε κύτταρα HeLa 
ενώ το ΑΚΒΑ προστέθηκε στις συγκεντρώσεις 10 και 50μΜ. Είναι σαφές από τα 
αποτελέσματα του πειράματος ότι το ΑΚΒΑ επιδρά στα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-
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1α και συγκεκριμένα αναστέλλει πλήρως την έκφρασή του στην ιδιαίτερα μικρή 
συγκέντρωση των 10μΜ (σχήμα.3.4.4.Β).  
Τελευταίο ελέγχθηκε για πιθανή ρύθμιση των πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-
1α το κλάσμα I (κλάσμα 4-7min). Στο κλάσμα αυτό όπως έχουμε ήδη αναφέρει 
εμπεριέχεται με βάση τα φασματικά χαρακτηριστικά, μία άλλη, εκτός των 
μποσβελλικών οξέων, ομάδα ενώσεων (λmax = 300-310nm). Το κλάσμα Ι, 
προστέθηκε στα κύτταρα (HeLa), στη συγκέντρωση 25μg/ml, στην οποία είχε δειχθεί 
ότι αναστέλλει τη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 και τη μικρότερη συγκέντρωση 
των 5μg/ml. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, το κλάσμα Ι: 4-7min, σε συγκέντρωση 
5μg/ml δεν επηρεάζει τα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α, ενώ σε συγκέντρωση 
25μg/ml τα μειώνει σημαντικά (σχήμα.3.4.4.Γ).  
 
Α) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Β) 
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Γ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 3.4.4.Α. Δοσοεξαρτώμενη επίδραση του μείγματος έκλουσης στον 
επαγόμενο από δεσφεριοξαμίνη HIF-1α σε κύτταρα HeLa. Β) Δοσοεξαρτώμενη 
επίδραση ΑΚΒΑ στον επαγόμενο από δεσφεριοξαμίνη HIF-1α σε κύτταρα HeLa. 
Γ) Δοσοεξαρτώμενη επίδραση του κλάσματος Ι:4-7min στον επαγόμενο από 
δεσφεριοξαμίνη HIF-1α σε κύτταρα HeLa. Η επαγωγή του HIF-1α έγινε με 
δεσφεροξαμμίνη (150μΜ) για 4 ώρες, παράλληλα με την επώαση των κυττάρων  το  μείγμα 
έκλουσης (Α), το ΑΚΒΑ (Β) και το κλάσμα Ι:4-7min. Ακολούθησε λύση των κυττάρων, 
ανάλυση των πρωτεϊνών με ηλεκτροφόρηση και ανοσοανίχνευση. Η φόρτωση ίσων 
ποσοτήτων πρωτεϊνών κατά την ηλεκτροφόρηση επιβεβαιώθηκε με αντίσωμα έναντι της 
ακτίνης Το αντίσωμα έναντι του HIF-1α είναι πολυκλωνικό αντίσωμα από κουνέλι, που  
αναγνωρίζει τα αμινοξέα 348-826 του HIF-1α (Lyberopoulou et al) και χρησιμοποιείται σε 
αραίωση 1:3000. Το αντίσωμα έναντι της ακτίνης είναι μονοκλωνικό αντίσωμα ποντικού 
(Serotec) και χρησιμοποιείται σε αραίωση 1:1000.   
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3.4.3. Διερεύνηση της ισχύς δράσης (IC50) του ακέτυλο-11- κετο-β-μποσβελλικού 
οξέος στη ρύθμιση του HIF-1 
Αφού διαπιστώθηκε η δράση του ακέτυλο-11-κετο-β-μποσβελλικού οξέος στη 
ρύθμιση του HIF-1 κρίθηκε σκόπιμο να διερευνηθεί η ισχύς με την οποία η εν λόγω 
ένωση αναστέλλει τη μεταγραφική του ενεργότητα. Για το σκοπό αυτό μελετήθηκε η 
επίδραση αυξανόμενων συγκεντρώσεων ΑΚΒΑ στη μεταγραφική δραστικότητα του 
HIF-1. Η μελέτη πραγματοποιήθηκε σε σταθερά επιμολυσμένα (με  γονίδιο αναφοράς 
της λουσιφεράσης που περιέχει στοιχεία απόκρισης στην υποξία) επιθηλιακά κύτταρα 
ηπατοκαρκινώματος HepG2, HRG1. Η επαγωγή του HIF-1 πραγματοποιήθηκε σε 
υποξικές συνθήκες (1% Ο2) για 6 ώρες. Για το χρονικό διάστημα αυτό τα κύτταρα 
επωάστηκαν με ακέτυλο-11-κετο-β-μποσβελλικό οξύ σε συγκεντρώσεις από 0,05-
10μΜ.   
 Έπειτα από τη λύση των κυττάρων μετρήθηκε η δραστικότητα της 
λουσιφεράσης και παρατηρήθηκε ότι η αναστολή της μεταγραφικής ενεργότητας του 
HIF-1 από το ΑΚΒΑ είναι δοσοεξαρτώμενη (σχήμα.3.4.5.Α). Για τον υπολογισμό της 
συγκέντρωσης του ΑΚΒΑ που μειώνει τη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 στο 
μισό (IC50) χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα Biodatafit της εταιρείας Bioscience 
(σχήμα.3.4.5.Β.). Με βάση τα αποτελέσματα  η συγκέντρωση ακέτυλο-11-κετο-β-
μποσβελλικού οξέος κατά την οποία η μεταγραφική δραστικότητα μειώνεται στο 
μισό είναι IC50 = 0,46μΜ (SD = 0,9)  
 
 
Α)
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Β) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 3.4.5.Α. Δοσοεξαρτώμενη επίδραση του ακέτυλο-11-κετο-β-μποσβελλικού 
οξέος στη μεταγραφική ενεργότητα επαγόμενου από υποξία HIF-1 σε κύτταρα 
HRG1. Η επαγωγή του HIF-1 πραγματοποιήθηκε σε θάλαμο υποξίας για 6 ώρες (1%Ο2). Τα 
κύτταρα για το χρονικό αυτό διάστημα επωάστηκαν με τις εξής  συγκεντρώσεις ΑΚΒΑ: 0, 
0,05, 0,1, 0,5, 1, 2, 5, 10 μΜ. Ακολούθησε λύση των κυττάρων και μέτρηση της ενεργότητας 
του γονιδίου της λουσιφεράσης σε λουμινόμετρο. Οι τιμές είναι ο μέσος όρος δύο 
πειραμάτων, με τρεις τιμές ανά συνθήκη σε κάθε πείραμα. Έχει γίνει αναγωγή % της 
μετρούμενης αύξησης του γονιδίου αναφοράς της λουσιφεράσης (άξονας y) Β. 
Λογαριθμική Συσχέτιση της % μετρούμενης αύξησης του γονιδίου αναφοράς της 
λουσιφεράσης (άξονας y) με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις ΑΚΒΑ (άξονας x, 
μΜ) από το πρόγραμμα Biodatafit. Η συγκέντρωση ΑΚΒΑ κατά την οποία η 
μεταγραφική δραστικότητα του HIF-1 μειώνεται στο μισό υπολογίστηκε από το πρόγραμμα 
Biodatafit μετά από λογαριθμική συσχέτιση (y= a + (b - a) / (1 + 10^(x - c) των δεδομένων 
του σχήματος 3.4.5Α., διατηρώντας του άξονες ως έχουν. 
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3.5. Διερεύνηση ρύθμισης του μεταγραφικού παράγοντα  HIF-1 από το 
φλαβονοειδές καμπφερόλη. 
 Στην παράγραφο 3.1.1.1. κατά τον προσδιορισμό του παράγοντα διαχωρισμού 
α για το αποτυπωμένο ως προς κερκετίνη πολυμερές MIP1 μελετήθηκε η 
αλληλεπίδραση του πολυμερούς  με τα ανάλογα του υποστρώματος καμπφερόλη, 
φισετίνη και μπαϊκαλείνη. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα οι εν λόγω ομόλογες του 
υποστρώματος ενώσεις διαχωρίζονται κατά την ανάλυση από το υπόστρωμα 
αποκαλύπτοντας την επιλεκτικότητα του πολυμερούς ως προς την κερκετίνη, 
συγκρατούνται ωστόσο στη στήλη MIP1-HPLC αρκετά ισχυρά γεγονός που 
υποδεικνύει πιθανή παρόμοια ρυθμιστική δράση στο σηματοδοτικό μονοπάτι του 
HIF-1.  
 Το γεγονός αυτό συμφωνεί με τα αποτελέσματα προγενέστερων μελετών  
σύμφωνα με τις οποίες τα φλαβονοειδή κερκετίνη, φισετίνη, μπαϊκαλείνη και 
καεμπφερόλη αναστέλλουν τη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1. Ως πιθανός 
μηχανισμός δράσης τους έχει προταθεί η αναστολή της φωσφορυλίωσης του HIF-1α 
από τις p44/42 MAP κινάσες και η έξοδος του HIF-1α από τον πυρήνα.  Καθώς από 
τα παραπάνω φλαβονοειδή, η καεμπφερόλη είναι το μοναδικό που δεν επάγει 
παράλληλα τον εν λόγω μεταγραφικό παράγοντα αλλά και που μαζί με την φισετίνη 
εμφάνισε την ισχυρότερη αλληλεπίδραση με το αποτύπωμα της κερκετίνης, κρίθηκε 
σκόπιμο στα πλαίσια της μελέτης αυτής να διερευνηθεί περαιτέρω η δράση του στο 
σηματοδοτικό μονοπάτι του HIF-1. Τα παρακάτω πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε 
συνεργασία με τον Λέκτορα Βιοχημείας κ.Ηλία Μυλωνή.  
  
3.5.1. Διερεύνηση της ρύθμισης της  μεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 από την 
καεμπφερόλη 
 Όπως ήταν ήδη γνωστό η καεμπφερόλη ανέστελλε τη μεταγραφική 
ενεργότητα του HIF-1 σε συγκέντρωση 100μΜ (Triantafyllou et al. 2008). 
Προκειμένου να διερευνηθεί η αποτελεσματικότητα με την οποία το εν λόγω 
φλαβονοειδές αναστέλλει την ενεργότητα του HIF-1 μελετήθηκε η μεταγραφική 
δράση αυτού παρουσία αυξανόμενων συγκεντρώσεων καμπφερόλης. Η μελέτη 
πραγματοποιήθηκε αρχικά σε κύτταρα HeLa μετά από διαμόλυνση τους με 
πλασμιδιακή κατασκευή που περιέχει στοιχεία απόκρισης στην υποξία (HRE) στον 
προαγωγέα του γονιδίου αναφοράς της λουσιφεράσης. 24 ώρες μετά τη διαμόλυνση 
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έλαβε χώρα επαγωγή του HIF-1 με 1mΜ DMOG και παράλληλη επώαση με 
αυξανόμενες συγκεντρώσεις καεμπφερόλης 1-100μΜ.  
 Μετά τη λύση των κυττάρων μετρήθηκε η ενεργότητα του παραγόμενου 
ενζύμου της λουσιφεράσης και παρατηρήθηκε ότι η αύξηση της έκφρασης του 
γονιδίου της λουσιφεράσης από το χημικό μιμητή της υποξίας DMOG  μειώνεται στο 
μισό σε συγκέντρωση καεμπφερόλης περίπου 1,5μΜ (σχήμα.3.5.1.). Η ακριβής 
συγκέντρωση καεμπφερόλης που μειώνει τη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 στο 
μισό (IC50) υπολογίστηκε χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Biodatafit της εταιρείας 
Bioscience ίση με 1,25μΜ (SD = 0,4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 3.5.1. Δοσοεξαρτώμενη επίδραση  καεμπφερόλης στη μεταγραφική 
ενεργότητα επαγόμενου HIF-1 σε κύτταρα HeLa. Έγινε διαμόλυνση των κυττάρων με 
τα πλασμίδια pGL3-5HRE-VEGF και pCI-Renilla για 24 ώρες και ακόλουθη επώασή τους με 
το  χημικό μιμητή της υποξίας διμεθυλοξαλυλογλυκίνη (DMOG) σε συγκέντρωση 1mΜ, 
παρουσία (ή απουσία) αυξανόμενων συγκεντρώσεων καμπφερόλης (Kae), 1-100μΜ. 
Ακολούθησε λύση των κυττάρων και μέτρηση της ενεργότητας του γονιδίου της 
λουσιφεράσης σε λουμινόμετρο. Οι τιμές είναι ο μέσος όρος τριών πειραμάτων, με τρεις 
τιμές ανά συνθήκη σε κάθε πείραμα. 
 
 Η ισχύς δράσης της καεμπφερόλης στην μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 
και την επαγωγή των γονιδίων στόχων του ελέγχθηκε στη συνέχεια σε μία δεύτερη 
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κυτταρική σειρά, την σειρά επιθηλιακών κυττάρων ηπατοκαρκινώματος Huh7. Για τη 
διεξαγωγή του πειράματος ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο που αναφέρθηκε για τα 
κύτταρα HeLa με σκοπό τη σύγκριση των αποτελεσμάτων. Μετά τη διαμόλυνση, 
επώαση και λύση των κυττάρων, μετρήθηκε η ενεργότητα του ενζύμου της 
λουσιφεράσης (σχήμα.3.5.2.) και η συγκέντρωση καεμπφερόλης που μειώνει τη 
μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 στο μισό (IC50) υπολογίστηκε χρησιμοποιώντας 
το πρόγραμμα Biodatafit της εταιρείας Bioscience. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα το 
εν λόγω φλαβονοειδές εμφανίζει εξίσου ισχυρή ανασταλτική δράση και στις δύο 
κυτταρικές σειρές (IC50 για τα κύτταρα Huh7 ίση με 0,835μΜ : SD = 0,4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 3.5.2. Δοσοεξαρτώμενη επίδραση  καεμπφερόλης στη μεταγραφική 
ενεργότητα επαγόμενου HIF-1 σε κύτταρα Huh7. Επώαση διαμολυσμένων κυττάρων 
με το  χημικό μιμητή της υποξίας διμεθυλοξαλυλογλυκίνη (DMOG) σε συγκέντρωση 1mΜ, 
παρουσία (ή απουσία) αυξανόμενων συγκεντρώσεων καμπφερόλης (Kae), 1-100μΜ. 
Ακολούθησε λύση των κυττάρων και μέτρηση της ενεργότητας του γονιδίου της 
λουσιφεράσης σε λουμινόμετρο. Οι τιμές είναι ο μέσος όρος τριών πειραμάτων, με τρεις 
τιμές ανά συνθήκη σε κάθε πείραμα. 
 
3.5.2. Διερεύνηση της επίδρασης του φλαβονοειδούς καεμπφερόλη στα επίπεδα 
έκφρασης του HIF-1α. 
 Εφόσον η μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 βασίζεται στη ρύθμιση της α-
υπομονάδας του, μετά τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης φλαβονοειδούς που 
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μειώνει την ενεργότητα του μεταγραφικού παράγοντα στο μισό, κρίθηκε σκόπιμο να 
ελεγχθεί η επίδραση του φλαβονοειδούς στα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α στο ίδιο 
εύρος συγκεντρώσεων. Για τη διεξαγωγή του πειράματος επιλέχθηκε η κυτταρική 
σειρά HeLa ενώ η επαγωγή του HIF-1α πραγματοποιήθηκε όπως και για τη μέτρηση 
της μεταγραφικής ενεργότητας με το χημικό μιμητή της υποξίας DMOG. 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 3.5.3. Δοσοεξαρτώμενη επίδραση καεμπφερόλης στα πρωτεϊνικά επίπεδα 
του  HIF-1α σε κύτταρα HeLa. Η επαγωγή του HIF-1α έγινε με DMOG (1mΜ) για 4 
ώρες παρουσία (ή απουσία) αυξανόμενων συγκεντρώσεων καμπφερόλης, 1-100μΜ. Η 
φόρτωση ίσων ποσοτήτων πρωτεϊνών κατά την ηλεκτροφόρηση επιβεβαιώθηκε με αντίσωμα 
έναντι της ακτίνης Το αντίσωμα έναντι του HIF-1α είναι πολυκλωνικό αντίσωμα από 
κουνέλι, που  αναγνωρίζει τα αμινοξέα 348-826 του HIF-1α (Lyberopoulou et al) και 
χρησιμοποιείται σε αραίωση 1:3000. Το αντίσωμα έναντι της ακτίνης είναι μονοκλωνικό 
αντίσωμα ποντικού (Serotec) και χρησιμοποιείται σε αραίωση 1:1000.  Τα αποτελέσματα 
είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραμάτων.  
    
 Όπως φαίνεται και στο σχήμα 3.5.3. τα επίπεδα του HIF-1α δεν επηρεάζονται 
σε συγκεντρώσεις καμπφερόλης κάτω των 50μΜ (1-100μΜ), στις οποίες 
παρατηρείται μειωμένη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1. Το γεγονός αυτό 
αποκαλύπτει ότι η παρατηρούμενη αναστολή από την καμπφερόλη στην μεταγραφική 
δράση του HIF-1 δεν οφείλεται στην ελλάττωση των πρωτεϊνικών επιπέδων της α- 
υπομονάδας του, αλλά λαμβάνει χώρα μέσω άλλου μηχανισμού. 
 
3.5.3. Επίδραση του φλαβονοειδούς καεμπφερόλη στον υποκυτταρικό εντοπισμό του 
HIF-1 
 Όπως είναι γνωστό, ο σχηματισμός μεταγραφικά ενεργού HIF-1 προϋποθέτει 
την σταθεροποίηση της HIF-1α υπομονάδας του, την είσοδο της στον πυρήνα και τον 
ετεροδιμερισμό της με τον ARNT. Καθώς η μέχρι στιγμής πειραματική μελέτη 
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αποκάλυψε ότι η καμπφερόλη αναστέλλει τη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 σε 
συγκεντρώσεις όπου δεν επηρεάζεται  ο HIF-1α σε επίπεδο πρωτεΐνης, κρίθηκε 
σκόπιμο, στο σημείο αυτό, να ελεγχθεί εάν το εν λόγω φλαβονοειδές επηρεάζει τον 
υποκυτταρική κατανομή του HIF-1α. 
 Για το σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκαν πειράματα ανοσοφθορισμού αρχικά 
σε κύτταρα HeLa. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 4 ώρες με το χημικό επαγωγέα του 
HIF-1α διμεθυλοξάλυλογλυκίνη παρουσία αυξανόμενων συγκεντρώσεων 
καεμπφερόλης. Στη συνέχεια μονιμοποιήθηκαν και επωάστηκαν με ένα πολυκλωνικό 
αντίσωμα για τον HIF-1α. Με τη χρήση ενός δεύτερου αντισώματος το οποίο φέρει 
συζευγμένη φθορίζουσα ομάδα (FITC) παρατηρήθηκε η υποκυτταρική κατανομή του 
HIF-1α (σχήμα 3.5.4.) 
 
Σχήμα 3.5.4. Επίδραση αυξανόμενων συγκεντρώσεων καεμπφερόλης στον 
υποκυτταρικό εντοπισμό του HIF-1α σε κύτταρα HeLa. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν 
για 4 ώρες με το χημικό επαγωγέα του HIF-1α διμεθυλοξάλυλογλυκίνη (1mM) παρουσία (ή 
απουσία) αυξανόμενων συγκεντρώσεων καεμπφερόλης (Kae). Ακολούθησε μονιμοποίηση 
των κυττάρων σε καλυπτρίδες, επώαση με αντίσωμα για τον HIF-1α και παρατήρηση στο 
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μικροσκόπιο φθορισμού. Η χρώση των πυρήνων έχει γίνει με 4 ,΄6-διαμιδινο-2-φαινυλινδόλιο 
(DAPI). 
 Όπως φαίνεται και στο σχήμα 3.5.4. ο HIF-1α απουσία καεμπφερόλης είναι 
αυστηρά πυρηνικός, ενώ παρουσία αυξανόμενων συγκεντρώσεων καεμπφερόλης 
ανακατανέμεται βαθμιαία στο κυτταρόπλασμα. Αξίζει επίσης να σημειωθεί ότι η 
μεταφορά του HIF-1α στο κυτταρόπλασμα φαίνεται να λαμβάνει χώρα ήδη σε 
συγκέντρωση φλαβονοειδούς 2μΜ, η οποία προσεγγίζει τη συγκέντρωση όπου 
παρατηρήθηκε μείωση της μεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 στο μισό (IC50 = 
1,25μΜ σε κύτταρα HeLa). Με βάση το γεγονός αυτό, η υπόθεση ότι η αναστολή της 
μεταγραφικής ενεργοποίησης του HIF-1 από την καεμπφερόλη οφείλεται στην 
υποκυτταρική ανακατανομή του HIF-1α, αποκτά μία πολύ ισχυρή βάση. 
Προκειμένου να διερευνηθεί περαιτέρω το φαινόμενο της υποκυτταρικής 
ανακατανομής της υπομονάδας του HIF-1, το πείραμα επαναλήφθηκε σε κύτταρα 
Huh7 (σχήμα.3.5.5.). Το φαινόμενο της ανακατανομής του HIF-1α στο 
κυτταρόπλασμα παρουσία καεμπφερόλης παρατηρήθηκε και στην κυτταρική σειρά 
Huh7 στο ίδιο εύρος συγκεντρώσεων που αναστάλθηκε από το εν λόγω φλαβονοειδές 
και η μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1, επιβεβαιώνοντας τις προηγούμενες 
παρατηρήσεις.  
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Σχήμα 3.5.5. Επίδραση αυξανόμενων συγκεντρώσεων καεμπφερόλης στον 
υποκυτταρικό εντοπισμό του HIF-1α σε κύτταρα Huh7. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν 
για 4 ώρες με το χημικό επαγωγέα του HIF-1α διμεθυλοξάλυλογλυκίνη (1mM) παρουσία (ή 
απουσία) αυξανόμενων συγκεντρώσεων καεμπφερόλης (Kae). Ακολούθησε μονιμοποίηση 
των κυττάρων σε καλυπτρίδες, επώαση με αντίσωμα για τον HIF-1α και παρατήρηση στο 
μικροσκόπιο φθορισμού. Η χρώση των πυρήνων έχει γίνει με 4 ,΄6-διαμιδινο-2-φαινυλινδόλιο 
(DAPI). 
 
3.5.4. Διερεύνηση της επίδρασης του φλαβονοειδούς καεμπφερόλη στην 
ενεργοποίηση του μονοπατιού των MAP κινασών 
 Όπως αναφέραμε στην παράγραφο 1.2.2.3. οι MAP κινάσες συμμετέχουν στη 
ρύθμιση του HIF-1 ελέγχοντας την υποκυτταρική κατανομή της HIF-1α  υπομονάδας. 
Συγκεκριμένα η φωσφορυλίωση του HIF-1α από τις MAP κινάσες προάγει την 
συσσώρευση αυτού στον πυρήνα παρεμποδίζοντας την εξαρτώμενη από την CRM1 
εξπορτίνη έξοδό του από αυτόν. Για το λόγο αυτό είναι πιθανό η παρατηρούμενη 
υποκυτταρική ανακατανομή του HIF-1α παρουσία καεμπφερόλης να οφείλεται στην 
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αναστολή του μονοπατιού των MAPK. Προκειμένου να διερευνηθεί το ενδεχόμενο 
αυτό αναλύθηκαν τα επίπεδα ενεργοποίησης των p44/42 MAPK προσδιορίζοντας τη 
φωσφορυλίωση τους σε κύτταρα HeLa, παρουσία αυξανόμενων συγκεντρώσεων 
καεμπφερόλης. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 3.5.6. Δοσοεξαρτώμενη επίδραση καεμπφερόλης στην ενεργοποίηση του 
μονοπατιού των MAP κινασών (MAPK). Κύτταρα HeLa επωάστηκαν για 4 ώρες 
παρουσία (ή απουσία) αυξανόμενων συγκεντρώσεων καεμπφερόλης.Ακολούθησε λύση των 
κυττάρων και ανάλυση των πρωτεϊνών με ηλεκτροφόρηση και ανοσοανίχνευση 
χρησιμοποιώντας αντισώματα έναντι της φωσφορυλιωμένης (anti-P-MAPK) και συνολικής 
μορφής της MAP κινάσης (anti-MAPK). Τα αποτελέσματα είναι αντιπροσωπευτικά τριών 
ανεξάρτητων πειραμάτων.  
 
 Για τη διεξαγωγή του πειράματος πραγματοποιήθηκε επώαση κυττάρων HeLa 
παρουσία καεμπφερόλης και στη συνέχεια λύση αυτών και ανάλυση των πρωτεϊνικών 
εκχυλισμάτων με ηλεκτροφόρηση και ανοσοαποτύπωση όπως περιγράφεται στην 
παράγραφο 2.8. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των πειραμάτων ανοσοαποτύπωσης 
(σχήμα.3.5.6.), η καεμπφερόλη αναστέλλει τη φωσφορυλίωση των p44/42 MAP 
κινασών σε εξάρτηση με τη συγκέντρωση. 
 Αφού διαπιστώθηκε η ανασταλτική δράση της καεμπφερόλης στην 
ενεργοποίηση των MAP κινασών, κρίθηκε σκόπιμο να συγκριθεί η δράση του νέου 
και φυσικής προέλευσης αναστολέα με τον ήδη γνωστό συνθετικής προέλευσης 
αναστολέα των κινασών αυτών PD98059. Για το σκοπό αυτό κύτταρα  HeLa 
επωάστηκαν με αυξανόμενες συγκεντρώσεις PD98059 και στη συνέχεια 
προσδιορίστηκε το επίπεδο ενεργοποίησης των  MAP κινασών με ηλεκτροφόρηση 
και ανοσοαποτύπωση. 
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Σχήμα 3.5.7. Δοσοεξαρτώμενη επίδραση του αναστολέα PD98059 στην 
ενεργοποίηση του μονοπατιού των MAP κινασών (MAPK). Κύτταρα HeLa 
επωάστηκαν για 4 ώρες παρουσία (ή απουσία) αυξανόμενων συγκεντρώσεων PD98059. 
Ακολούθησε λύση των κυττάρων και ανάλυση των πρωτεϊνών με ηλεκτροφόρηση και 
ανοσοανίχνευση χρησιμοποιώντας αντισώματα έναντι της φωσφορυλιωμένης (anti-P-MAPK) 
και συνολικής μορφής της MAP κινάσης (anti-MAPK). Τα αποτελέσματα είναι 
αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραμάτων.  
 
 Όπως φαίνεται και στο σχήμα 3.5.4. με βάση τα αποτελέσματα του 
πειράματος ο ήδη γνωστός αναστολέας των MAPK, PD98059, δεν εμφανίζει 
δυνατότητα αναστολής της ενεργοποίησης των εν λόγω κινασών σε συγκεντρώσεις 
κάτω των 50μΜ, σε αντίθεση με την καεμπφερόλη η οποία είναι δραστική σε πολύ 
μικρότερες συγκεντρώσεις. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 
ΣΥΖΗΤΗΣΗ/ΣΥΝΟΨΗ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 
Ο βασικός συντελεστής της απόκρισης των κυττάρων στην υποξία είναι, όπως 
έχει ήδη αναφερθεί, ο επαγόμενος από την υποξία μεταγραφικός παράγοντας HIF-1. 
Η μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 εμφανίζεται αυξημένη σε πολλά είδη 
καρκίνου, ειδικά σε αυτά που χαρακτηρίζονται από έντονη υποξία. Τα υποξικά 
καρκινικά κύτταρα συνήθως αποβαίνουν ανθεκτικά στη ραδιοθεραπεία και τους 
περισσότερους χημειοθεραπευτικούς παράγοντες καθιστώντας τον καρκίνο ισχυρά 
επιθετικό και μεταστατικό. Η υπερέκφραση του HIF-1α, της ρυθμιστικής υπομονάδας 
του HIF-1, συσχετίζεται με αποτυχία στις θεραπευτικές προσεγγίσεις, λανθασμένη 
διάγνωση και αυξημένη θνησιμότητα.  
Η διαπίστωση του κεντρικού ρόλου του HIF-1α  στην ανάπτυξη και 
εξάπλωση του καρκίνου είχε ως αποτέλεσμα την άμεση καθιέρωση αυτού ως 
έγκυρου φαρμακευτικού στόχου. Η αναζήτηση νέων αναστολέων του  HIF-1α  με 
κατάλληλες φαρμακευτικές ιδιότητες για την ανάπτυξη αντικαρκινικών φαρμάκων 
παραμένει επίκαιρο φαρμακευτικό και ιατρικό ζήτημα.  
Στην προτεινόμενη μελέτη αναπτύχθηκε μία νέα καινοτόμος στρατηγική 
αναζήτησης αναστολέων του HIF-1α βασιζόμενη  στην μοριακή αποτύπωση των 
χημικών ενώσεων που εμπλέκονται στην αναστολή και ρύθμιση του HIF-1 και τη 
χρήση των μοριακών αποτυπωμάτων για την ανίχνευση και απομόνωση νέων 
φυσικών βιοδραστικών ενώσεων από εκχυλίσματα βοτάνων.  
Ως μόριο προς αποτύπωση χρησιμοποιήθηκε η κερκετίνη. Η κερκετίνη 
αποτελεί γνωστό αναστολέα του HIF-1. Συγκεκριμένα, όπως διαπιστώθηκε από 
πρόσφατες μελέτες (Triantafyllou et al. 2007; Triantafyllou et al. 2008),  το εν λόγω 
βιοφλαβονοειδές εμφανίζει δυνατότητα διπλής ρύθμισης του HIF-1α επηρεάζοντας 
είτε την ομοιοστασία του σιδήρου, είτε την φωσφορυλίωσή του από τις p44/42 MAP 
κινάσες. Επιπλέον ανήκει στην κατηγορία των ρυθμιστών του HIF-1α που 
προέρχονται από φυτικές πηγές ενώ διαθέτει πολλαπλή βιολογική δράση 
(αντιοξειδωτική, μεταλλοδεσμευτική και αναστολής κινασών). 
Ως πηγή βιοδραστικών ενώσεων επιλέχθηκε η γνωστή για την θεραπευτική 
της δράση, ρητίνη του φυτού Boswellia serrata. Η χρήση της ρητίνης στην 
αρχαιότητα ήταν διαδεδομένη, καθώς πέρα από τις αρωματικές του ιδιότητες, το 
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λιβάνι και τα παράγωγά του αποτελούσαν μία από τις σημαντικότερες πηγές 
θεραπειών έναντι του καρκίνου αλλά και άλλων ασθενειών (Karpozilos and Pavlidis 
2004). Η δυνατότητα ρύθμισης του HIF-1, ελέγθηκε με διερεύνηση της μεταγραφικής 
του ενεργότητας και των επιπέδων έκφρασης της πρωτεϊνικής υπομονάδας HIF-1α. 
 
4.1. Σύνθεση και αξιολόγηση αποτυπωμάτων κερκετίνης-Διερεύνηση ισχύος και 
μηχανισμού δράσης καεμπφερόλης 
Η αποτύπωση της κερκετίνης με την 4-βινυλοπυριδίνη (4VP) στις αναλογίες 
1/8 και 1/6 οδήγησε στη σύνθεση πολυμερών με ισχυρή συγγένεια προς το 
υπόστρωμα (Κd=10,4μΜ και Kd=16,5μΜ, αντίστοιχα) και ικανοποιητική 
χωρητικότητα (5,5μmol/gr και 4,4μmol/gr αντίστοιχα). Σύμφωνα με τα πειράματα 
στατικής επαναδέσμευσης, η αύξηση της περίσσειας μονομερούς από 1/6 σε 1/8 ήταν 
αρκετή για να μετατοπίσει την ισορροπία της αντίδρασης προς το σχηματισμό του 
συμπλόκου χωρίς να οδηγήσει ωστόσο στη δημιουργία επιπλέον μη ειδικών θέσεων 
δέσμευσης.  
Τα πολυμερή MIP1 και MIP2 χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή στηλών 
εκχύλισης στερεής φάσης MIP-SPE. Στην περίπτωση της MIP-SPE η χωρητικότητα 
της στερεής φάσης εξαρτάται άμεσα από τον αριθμό των θέσεων δέσμευσης Ν των 
πολυμερών, που αποτελούν τη στατική φάση, αλλά δύναται να επηρεαστεί και από το 
πορώδες του πολυμερούς που ορίζει την προσβασιμότητα των θέσεων δέσμευσης. 
Για το λόγο αυτό η χωρητικότητα των αποτυπωμάτων της κερκετίνης MIP1 και MIP2 
προσδιορίσθηκε επιπρόσθετα σε συνθήκες ροής με την τεχνική εκχύλισης στερεής 
φάσης με μοριακά αποτυπωμένο πολυμερές, MIP-SPE. Σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα των πειραμάτων η χωρητικότητα σε συνθήκες ροής δεν αποκλίνει από 
τη χωρητικότητα σε συνθήκες ισορροπίας, αποδεικνύοντας την καλή 
προσβασιμότητα των θέσεων δεσμεσης  και ως επακόλουθο την καταλληλότητα των 
αποτυπωμένων πολυμερών για χρήση σε στήλες εκχύλισης στερεής φάσης. Η στήλη 
του πολυμερούς MIP1, το οποίο βρέθηκε κατά την αξιολόγηση να διαθέτει βέλτιστα 
χαρακτηριστικά σε σχέση με το MIP2 (σταθερά συγγένειας, χωρητικότητα), 
εκτιμήθηκε επίσης ως προς τη δυνατότητα απομόνωσης και ανάκτησης της 
κερκετίνης. Η σταθερή ανάκτηση της κερκετίνης σε κάθε ένα από τους δέκα κύκλους 
φόρτωσης, υποδεικνύει ότι η κερκετίνη μπορεί να διαχωριστεί από μείγμα καθώς 
συγκρατείται στη στήλη μέχρι το τελικό στάδιο έκλουσης αλλά και να ανακτηθεί 
εξ’ολοκλήρου από αυτή. Επιπλέον το εν λόγω πείραμα αποδεικνύει τη δυνατότητα 
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πολλαπλής χρήσης των αποτυπωμάτων, με άριστη επαναληψιμότητα και αμείωτη 
λειτουργικότητα.  
Σημαντική παράμετρο της ποιότητας ενός πολυμερούς αποτελεί και η 
επιλεκτικότητά του ως προς το υπόστρωμα. Το αποτύπωμα της κερκετίνης MIP1 
αξιολογήθηκε ως προς την επιλεκτικότητά του σε σχέση με τα επίσης φλαβονοειδή 
φισετίνη, καεμπφερόλη, μπαϊκαλείνη, ταξιφολίνη, κατεχίνη και γαλανγίνη σε στήλες 
MIP1-HPLC. Αρχικά διερευνήθηκε η ικανότητα αναγνώρισης του υποστρώματος σε 
στήλες HPLC με προσδιορισμό του παράγοντα αποτύπωσης. Σύμφωνα με την τιμή 
του παράγοντα αποτύπωσης (6,6) το MIP1 συγκρατεί με υψηλή εξειδίκευση το 
υπόστρωμά του και σε συνθήκες χρωματογραφίας στήλης. Ο ακόλουθος 
προσδιορισμός του παράγοντα επιλεκτικότητας αποκάλυψε την εξαιρετική 
επιλεκτικότητα του αποτυπώματος MIP1 ως προς το υπόστρωμά του. Κατά τη 
χρωματογραφική ανάλυση όλες οι ενώσεις διαχωρίστηκαν από τη κερκετίνη. Η σειρά 
συγκράτησης των ενώσεων στη στήλη του αποτυπωμένου πολυμερούς απέδειξε ότι η 
συγγένεια των αναλυθέντων ενώσεων  προς το πολυμερές είναι ανάλογη της 
δυνατότητας σχηματισμού δεσμών υδρογόνου (αριθμός υδροξυλίων) και της δομικής 
τους ομοιότητας με την κερκετίνη (θέση υδροξυλίων και επίπεδη ή μη διάταξη του 
μορίου).  Συγκεκριμένα η φισετίνη και η καεμπφερόλη οι οποίες διαθέτουν επίπεδη 
διάταξη και προσεγγίζουν τον αριθμό λειτουργικών υδροξυλίων της κερκετίνης 
εμφάνισαν τον υψηλότερο χρόνο συγκράτησης στη στήλη. 
Η ισχυρή συγκράτηση της καεμπφερόλης στη στήλη σε συνάρτηση με τη 
γνωστή ανασταλτική της δράση στη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1, αποτέλεσαν 
έναυσμα στο σημείο αυτό για τη διερεύνηση της ισχύος και του μηχανισμού δράσης 
του εν λόγω φλαβονοειδούς στο HIF-1. Αρχικά διερευνήθηκε η αποτελεσματικότητα 
με την οποία το εν λόγω φλαβονοειδές αναστέλλει τη μεταγραφική ενεργότητα του 
HIF-1. Πραγματοποιήθηκαν πειράματα μέτρησης ενεργότητας λουσιφεράσης. 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των πειραμάτων η μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 
μειώνεται στο μισό σε συγκέντρωση ΙC50=1,25μΜ σε κύτταρα HeLa και 
ΙC50=0,835μΜ σε κύτταρα Huh7.  
Προς διερεύνηση του μηχανισμού δράσης στη συνέχεια, ελέγθηκε στις ίδιες 
κυτταρικές σειρές, η επίδραση της καεμπφερόλης στα επίπεδα έκφρασης της 
ρυθμιστικής υπομονάδας HIF-1α. Στις συγκεντρώσεις όπου παρατηρήθηκε μείωση 
της μεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1, τα επίπεδα έκφρασης της ρυθμιστικής 
υπομονάδας HIF-1α δεν επηρεάστηκαν από την επώαση με καεμπφερόλη. Το γεγονός 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:21:56 EET - 137.108.70.7
 154 
αυτό σημαίνει ότι η αναστολή της μεταγραφικής δράσης του HIF-1 δε λαμβάνει χώρα 
μέσω αναστολής της έκφρασης του HIF-1α αλλά ενός διαφορετικού μηχανισμού. 
Σύμφωνα με πειράματα ανοσοφθορισμού, που ακολούθησαν, η αναστολή της 
μεταγραφικής δράσης του HIF-1 από την καεμπφερόλη πιθανό να οφείλεται στην 
υποκυτταρική ανακατανομή του HIF-1α. Η μεταφορά του HIF-1α στο 
κυτταρόπλασμα παρατηρήθηκε στο εύρος συγκεντρώσεων (≤2μΜ)  όπου 
παρατηρήθηκε μείωση της μεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1. Η υπόθεση αυτή 
ενισχύθηκε από τα αποτελέσματα πειραμάτων διερεύνησης της επίδρασης 
καεμπφερόλης στα επίπεδα ενεργοποίησης των p44/42 MAPK. Η φωσφορυλίωση του 
HIF-1α από τις MAP κινάσες προάγει την συσσώρευση αυτού στον πυρήνα 
παρεμποδίζοντας την εξαρτώμενη από την CRM1 εξπορτίνη έξοδό του από αυτόν. 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των πειραμάτων ανοσοαποτύπωσης, η καεμπφερόλη 
αναστέλλει τη φωσφορυλίωση των p44/42 MAP κινασών στις ίδιες συγκεντρώσεις 
που παρατηρείται υποκυτταρική ανακατανομή της α υπομονάδας και αναστολή της 
μεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1.  
 
4.2. Εφαρμογή των στηλών MIP-SPE για την απομόνωση αναστολέων του HIF-1 
από τη ρητίνη του φυτού Boswellia serrata 
Μετά την παραλαβή αργού εκχυλίσματος από τη ρητίνη του φυτού Boswellia 
serrata (με εκχύλιση σε συσκευή Soxhlet), το αποτύπωμα MIP1 της κερκετίνης 
χρησιμοποιήθηκε σε στήλες εκχύλισης στερεής φάσης MIP1-SPE για την ταυτόχρονη 
αναγνώριση και απομόνωση αναστολέων του HIF-1 από το αργό εκχύλισμα. Με 
βάση τα αποτελέσματα της χρωματογραφικής ανάλυσης HPLC-PDA των 
εκχυλισμάτων, μέρος των συστατικών της ρητίνης συγκρατήθηκε ειδικά από το 
αποτυπωμένο πολυμερές. Τα συστατικά αυτά συγκρατούνται ελάχιστα από το μη 
αποτυπωμένο πολυμερές αναφοράς ΝΙΡ1. Η εξειδίκευση με την οποία 
συγκρατήθηκαν τα εν λόγω συστατικά στο αποτύπωμα MIP1, εκφράζεται από το 
αποτέλεσμα αποτύπωσης, imprinting effect, IE (ποσότητα συστατικού στο μείγμα 
έκλουσης MIP1/ποσότητα συστατικού στο μείγμα έκλουσης NIP1), το οποίο 
κυμάνθηκε στις τιμές 4-12 (πίνακας 3.2.1.). 
Οι θεραπευτικές ιδιότητες της ρητίνης αποδίδονται, μέχρι σήμερα, στα 
πεντακυκλικά τριτερπένια μποσβελλικά οξέα (λmax = 200-210nm ή λmax = 250nm) 
και ιδιαίτερα στο ακέτυλο-11-κέτο-β-μποσβελλικό οξύ (ΑΚΒΑ). Δύο από τα 
συστατικά του μείγματος έκλουσης ταυτοποιήθηκαν (χρωματογραφικά) πράγματι ως 
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ακέτυλο-11-κέτο-β-μποσβελλικό οξύ (ΑΚΒΑ) και (ΚΒΑ) 11-κέτο-β-μποσβελλικό 
οξύ. Με βάση ωστόσο τα φάσματα απορρόφησης υπεριώδους-ορατού στο μείγμα 
έκλουσης υπάρχουν συστατικά που δεν έχει μέχρι σήμερα αναφερθεί ότι 
εμπεριέχονται στο εκχύλισμα της ρητίνης (λmax = 300-310nm). 
Η συγκράτηση του βασικού βιοδραστικού συστατικού ΑΚΒΑ στο αποτύπωμα 
της κερκετίνης, αφού διαπιστώθηκε με MIP-SPE (IE=8±4,6) υπολογίστηκε και 
χρωματογραφικά. Ο παράγοντας αποτύπωσης στη στήλη MIP1-HPLC βρέθηκε ίσος 
με 1,6. Η τιμή αυτή, είναι όπως ήταν αναμενόμενο μικρότερη από την αντίστοιχη  για 
το υπόστρωμα (6,6), αποδεικνύει ωστόσο ξεκάθαρα την ειδική αλληλεπίδραση του εν 
λόγω μποσβελλικού οξέος με το αποτύπωμα της κερκετίνης.  
 
4.3. Διερεύνηση του μείγματος έκλουσης στη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-
1 και τα επίπεδα έκφρασης της α υπομονάδας   
Το μείγμα έκλουσης ελέγθηκε αρχικά για αρνητική ρύθμιση της 
μεταγραφικής δράσης του HIF-1. Σύμφωνα με τα πειραματικά αποτελέσματα το 
μείγμα των ενώσεων που συγκρατήθηκαν ειδικά από το αποτύπωμα της κερκετίνης 
αναστέλλει τη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 στις συγκεντρώσεις 50 και 
25μg/ml. Η αποκάλυψη της δράσης του μείγματος έκλουσης στο σηματοδοτικό 
μονοπάτι του HIF-1, σε συνδυασμό με το ότι εμπεριέχεται σε αυτό ένα ήδη γνωστό 
βιοδραστικό συστατικό (ΑΚΒΑ) δημιούργησε τα ερωτήματα αν το ΑΚΒΑ δρα σε 
καθαρή μορφή και αν στην περίπτωση αυτή η δράση του μείγματος μπορεί να 
αποδοθεί αποκλειστικά στο ΑΚΒΑ ή εμπεριέχονται σε αυτό και άλλα δραστικά 
συστατικά. Προκειμένου να απαντηθούν τα παραπάνω ερωτήματα, τα συστατικά του 
μείγματος έκλουσης συλλέχθηκαν σε τρία επιμέρους κλάσματα (κλάσμα Ι: 4-7min; 
21%κ.β., κλάσμα ΙΙ: 11-15min; 13%κ.β., κλάσμα ΙΙΙ: 17-18min; 8%) με 
κλασματοποίηση του ολικού εκχυλίσματος της ρητίνης Boswellia serrata. Στο 
κλάσμα Ι εμπεριέχονται αποκλειστικά ενώσεις με διαφορετικά των μποσβελλικών 
οξέων φασματοσκοπικά χαρακτηριστικά ενώ στο κλασμα ΙΙΙ απομονώθηκε καθαρό 
ΑΚΒΑ. 
Τα επιμέρους κλάσματα των οποίων τα συστατικά αντιστοιχούν σε συστατικά 
του μείγματος έκλουσης βρέθηκαν επίσης να αναστέλλουν τη μεταγραφική 
ενεργότητα του HIF-1 με την ίδια ισχύ (σε συγκέντρωση 25μg/ml) με το μείγμα 
έκλουσης. Με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα, το ΑΚΒΑ (κλάσμα ΙΙΙ: 17-18min) 
δρα σε καθαρή μορφή στο μονοπάτι του HIF-1 χωρίς να αποτελεί ωστόσο το 
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μοναδικό δραστικό συστατικό του μείγματος έκλουσης. Η δράση των υπόλοιπων δύο 
κλασμάτων στα οποία δεν εμπεριέχεται ΑΚΒΑ, αποδεικνύει ξεκάθαρα ότι υπάρχουν 
και άλλα συστατικά στο μείγμα που αναστέλλουν τη δράση του HIF-1, μέρος των 
οποίων φαίνεται να ανήκει σε μια κατηγορία ενώσεων που δεν έχει μέχρι σήμερα 
αναφερθεί να εμπεριέχεται στη ρητίνη (κλάσμα Ι: 4-7min). Η ποικιλομορφία του 
μείγματος έκλουσης ως προς τη σύστασή του τονίζει τη μετατροπή του 
μειονεκτήματος της μειωμένης πιστότητας των θέσεων δέσμευσης μη-ομοιοπολικά 
αποτυπωμένων πολυμερών σε πλεονέκτημα κατά τη συγκεκριμένη εφαρμογή. Η 
μειωμένη πιστότητα των θέσεων δέσμευσης είχε ως αποτέλεσμα τη δυνατότητα 
αλληλεπίδρασης του πολυμερούς με ευρύτερο φάσμα ενώσεων οδηγώντας έτσι στην  
ταυτόχρονη απομόνωση περισσοτέρων του ενός αναστολέων. Η εφαρμογή της 
μοριακής αποτύπωσης στην απομόνωση αναστολέων του HIF-1 από τη ρητίνη 
Boswellia serrata οδήγησε στην αποκάλυψη  για πρώτη φορά της δράσης 
μποσβελλικών οξέων στο σηματοδοτικό μονοπάτι του HIF-1. 
Παράλληλα με τα κλάσματα του ολικού εκχυλίσματος της ρητίνης Boswellia 
serrata, των οποίων τα συστατικά αντιστοιχούν σε συστατικά του μείγματος 
έκλουσης, ελέγχθηκε για δράση στη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 και το 
κλάσμα του ολικού εκχυλίσματος στο οποίο συλλέχθηκαν τα συστατικά που δεν 
συγκρατήθηκαν από το MIP1 πολυμερές (~60% κ.β).  Σε αντίθεση με τις ενώσεις που 
συγκρατήθηκαν ειδικά, το κλάσμα των συστατικών που δε συγκρατήθηκαν στο MIP1 
ελάχιστα μείωσε τη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1. Η αδυναμία των συστατικών 
της ρητίνης τα οποία δεν εμφάνισαν ειδική αλληλεπίδραση με το MIP1, να 
αναστείλλουν τη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1, επιβεβαιώνει ότι η δράση των 
συστατικών του μείγματος έκλουσης δεν είναι τυχαία αλλά απόρροια της 
αλληλεπίδρασής τους με το αποτύπωμα της κερκετίνης. Με τη χρήση των μοριακών 
αποτυπωμάτων αποκλίστηκε άμεσα ~60% κ.β. του αργού εκχυλίσματος που δεν έχει 
ανασταλτική δράση στο ΗΙF-1, το οποίο με τη συνήθη τεχνική σταδιακής 
κλασμάτωσης,  θα έπρεπε για να απορριφθεί να περάσει από κλασμάτωση και βιο-
δοκιμές.  
Εφόσον η μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 βασίζεται και στη ρύθμιση της 
α-υπομονάδας του, μετά τον προσδιορισμό της δράσης του μείγματος έκλουσης στην 
ενεργότητα του μεταγραφικού παράγοντα ελέγθηκε η επίδραση του μείγματος στα 
πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α στο ίδιο εύρος συγκεντρώσεων. Το μείγμα έκλουσης 
ανέστειλλε πλήρως την επαγωγή του HIF-1α από το χημικό μιμητή της υποξίας 
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δεσφεριοξαμίνη σε συγκέντρωση 50μg/ml ενώ μείωσε τα πρωτεϊνικά επίπεδα αυτού 
στη μικρότερη συγκέντρωση των 25μg/ml. Το γεγονός ότι κατά την προσθήκη του 
μείγματος έκλουσης στα κύτταρα σε συγκέντρωση 25μg/ml εξακολουθεί να 
εκφράζεται ο HIF-1α χωρίς να παρατηρείται ωστόσο μεταγραφική δράση, 
υποδεικνύει ότι το μείγμα επιδρά στη μεταγραφική ενεργότητα του ΗΙF-1 μέσω δύο 
τουλάχιστο διαφορετικών μηχανισμών. Από τα επιμέρους συστατικά του μείγματος 
έκλουσης ελέχθηκαν ως προς την επίδρασή τους στα επίπεδα της α υπομονάδας το 
κλάσμα Ι και το ΑΚΒΑ. Το κλάσμα Ι παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον γιατί 
εμπεριέχει ενώσεις με διαφορετικά των μποσβελλικών οξέων χαρακτηριστικά, ενώ η 
δράση του ΑΚΒΑ αποκαλύπτει για πρώτη φορά τη δράση των μποσβελλικών οξέων 
στο σηματοδοτικό μονοπάτι του HIF-1. Τόσο το κλάσμα Ι όσο και το ΑΚΒΑ 
βρέθηκαν να αναστέλλουν την έκφραση της α-υπομονάδας. 
Το ΑΚΒΑ μελετήθηκε περαιτέρω ως προς την ισχύ δράσης του (IC50) στη 
μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1. Το ακέτυλο-11-κετο-β-μποσβελλικό οξύ 
βρέθηκε να μειώνει τη μεταγραφική δράση του HIF-1 στο μισό στην ιδιαίτερα μικρή 
συγκέντρωση των 0,46μΜ.  
Τα αποτελέσματα αυτά στο σύνολό τους προτείνουν τη μοριακή αποτύπωση 
ως έγκυρη και πολύτιμη τεχνική για τη στοχευμένη αναζήτηση νέων ρυθμιστών της 
απόκρισης των κυττάρων στην υποξία. Η ανασταλτική δράση του μείγματος 
έκλουσης και των επιμέρους συστατικών του επιβεβαιώνει την αρχική υπόθεση ότι η 
αποτύπωση ενός γνωστού αναστολέα μπορεί να οδηγήσει στην προσεγγιστική 
συνθετική τρισδιάστατη αναπαραγωγή των θέσεων δράσης αυτού και ότι το 
συντιθέμενο αποτύπωμα μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη σάρωση και την 
απομόνωση νέων ενώσεων με βιολογική δραστικότητα ανάλογη του υποστρώματος. 
 
4.4. Σύνθεση και αξιολόγηση αποτυπωμάτων της 2΄,3΄,5΄-τρι-Ο-
ακετυλοαδενοσίνης (ΤΟΑΑ) 
Η φωσφορυλίωση αποτελεί μία μεταμεταφραστική τροποποίηση η οποία 
μπορεί να επιφέρει αρνητική ρύθμιση του HIF-1, μέσω αναστολής της δράσης των 
κατάλληλων κινασών (§1.1.2.3.). Βασικό μηχανισμό αναστολής των πρωτεϊνικών 
κινασών αποτελεί η αναστολή της πρόσδεσης της τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP) 
σε αυτές, με πρόσδεσης μιας άλλης χημικής ένωσης η οποία παρουσιάζει δυνατότητα 
σύνδεσης με τον ίδιο τρόπο (αναστολή πρόσδεσης ATP από ATP ανταγωνιστές). 
Κύριο ρόλο στην πρόσδεση της τριφωσφορικής αδενοσίνης στις κινάσες ενέχουν οι 
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δεσμοί υδρογόνου αλλά και οι υδρόφοβες και π-π αλληλεπιδράσεις της αδενίνης με 
κατάλοιπα αμινοξέων που εντοπίζονται σε διαφορετικές περιοχές της κινάσης (σχήμα 
4.1.).  Η γνώση αυτή του μηχανισμού αναστολής έχει οδηγήσει τα τελευταία δέκα 
χρόνια στην ανεύρεση πολλών κυρίως συνθετικών ενώσεων με δυνατότητα 
αναστολής πρωτεϊνικών κινασών, λόγω ανταγωνισμού της σύνδεσης του ATP 
(ανταγωνιστές ATP, ATP mimetic inhibitors). Η αποτύπωση του οργανοδιαλυτού 
ανάλογου του ATP, 2΄,3΄,5΄-τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνη (ΤΟΑΑ) αποσκόπησε στην 
παρασκευή της συνθετικής απομίμησης του σημείου πρόσδεσης του ATP στις 
κινάσες, με έμμεσο σκοπό (πέρα από τα πλαίσια της παρούσας διατριβής) τη χρήση 
του αποτυπώματος για την απομόνωση αναστολέων, μιμητών του ATP (ATP mimetic 
inhibitors). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 4.1. Γενική αναπαράσταση περιοχής πρόσδεσης του ATP στις κινάσες 
 
Για την αποτύπωση της ΤΟΑΑ χρησιμοποιήθηκαν τα μονομερή μεθακρυλικό 
οξύ (MAA) και 3-βινυλβενζοϊκό οξύ (3VBA). Το ΜΑΑ μπορεί να αλληλεπιδράσει με 
το υπόστρωμα με δεσμούς υδρογόνου σε στοιχειομετρική αναλογία 1/2, ενώ το 
3VBA μπορεί να αναπτύξει επιπλέον υδρόφοβες και π-π αλληλεπιδράσεις. Σύμφωνα 
με πειράματα στατικής επαναδέσμευσης, η αποτύπωση της ΤΟΑΑ με το ΜΑΑ σε 
αναλογία 1/6 οδήγησε στη σύνθεση ενός αποτυπώματος, MIP3, με πολύ καλή 
συνάφεια προς το υπόστρωμα (Κd = 43μΜ) και ικανοποιητική χωρητικότητα (N = 
10μmole/gr). Η αδυναμία του αντίστοιχου τυφλού πολυμερούς (ΝIP3) να δεσμεύσει 
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το υπόστρωμα (πίνακας 3.1.3.) υποδεικνύει ότι η ανάπτυξη μεμονωμένων και χωρίς 
προσανατολισμό δεσμών υδρογόνου δεν είναι αρκετή για τη μη ειδική δέσμευση του 
υποστρώματος.  Η χρήση του μονομερούς 3VBA στη θέση του ΜΑΑ, στην ίδια 
αναλογία, MIP4, είχε ως αποτέλεσμα τη σύνθεση αποτυπώματος με εξαιρετικά 
υψηλότερη συνάφεια προς το υπόστρωμα (Κd = 3,5μΜ) και χωρητικότητα (N = 
30,5μmole/gr), επέφερε ωστόσο και την αύξηση παράλληλα της μη ειδικής 
δέσμευσης. Το αποτέλεσμα αυτό ήταν εν μέρει αναμενόμενο γιατί οι υδρόφοβες και 
π-π αλληλεπιδράσεις, αν και σημαντικές για την πρόσδεση του ATP στις κινάσες, 
είναι λιγότερο στερεοειδικές σε σχέση με τους δεσμούς υδρογόνου. Για τη μείωση 
του ποσοστού των μη ειδικών αλληλεπιδράσεων συντέθηκαν τα πολυμερή MIP5 και 
MIP6 σε μειωμένη αναλογία προτύπου-μονομερούς. Με βάση τις υπολογιζόμενες 
σταθερές συγγένειας και χωρητικότητες (πίνακας 3.1.4.) η μείωση της αναλογίας από 
1/6 (MIP4) σε 1/4 (MIP5) επέφερε το επιθυμητό αποτέλεσμα, καθώς οδήγησε σε 
τυφλό πολυμερές με μειωμένη σταθερά συγγένειας και χωρητικότητα αφήνοντας 
ανεπηρέαστες τις αντίστοιχες σταθερές για το αποτυπωμένο. Η περαιτέρω μείωση της 
αναλογίας προτύπου-μονομερούς σε 1/3 (MIP6) επέφερε μείωση της μη ειδικής 
δέσμευσης  οδήγησε ωστόσο και σε αντίστοιχη μείωση της ειδικής υποδεικνύοντας 
ως βέλτιστη αναλογία για το εν λόγω σύστημα την 1/4. 
Η σύνθεση του πολυμερούς, με τα μέχρι στιγμής βέλτιστα χαρακτηριστικά 
MIP5, αναπαράχθηκε με μείωση της θερμοκρασίας εκκίνησης πολυμερισμού σε 
θερμοκρασία δωματίου. Η εκκίνηση του πολυμερισμού υποβοηθήθηκε με τη χρήση 
UV ακτινοβολίας. Παρόλο που η ελλάτωση της θερμοκρασίας πολυμερισμού 
αποτελεί μία μεταβολή η οποία ενδέχεται να οδηγήσει στη δημιουργία σταθερότερου 
προς πολυμερισμού συμπλόκου υποστρώματος-μονομερούς (He et al. 2007), στην 
προκειμένη περίπτωση δεν επέφερε δραστική αλλαγή στα χαρακτηριστικά (σταθερά 
συγγένειας και χωρητικότητα) του αποτυπώματος MIP5. Το γεγονός αυτό 
υποδηλώνει ότι το σύμπλοκο ΤΟΑΑ-3VBA είναι αρκετά σταθερό και δεν 
επηρεάζεται από τη μεταβολή της θερμοκρασίας. 
Ολοκληρώνοντας την ενότητα αυτή το αποτύπωμα MIP5, χρησιμοποιήθηκε 
για την παρασκευή στηλών εκχύλισης στερεής φάσης. Κατά την αξιολόγηση της 
χωρητικότητας της στήλης  MIP5-SPE, το εν λόγω αποτύπωμα βρέθηκε να συγκρατεί 
εξαιρετικά υψηλή ποσότητα υποστρώματος (35μmol/gr), όπως και σε συνθήκες 
ισορροπίας. Μετά το ξέπλυμα της στήλης σύμφωνα με το πρωτόκολλο εκχύλισης που 
διαμορφώθηκε, στο στάδιο απομάκρυνσης των ενώσεων που δε συγκρατούνται 
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ειδικά (στάδιο έκπλυσης) απομάκρυνθηκε μόλις 4% του υποστρώματος που 
συγκρατήθηκε στη στήλη, ενώ το υπόλοιπο 96% ανακτήθηκε στο στάδιο έκλουσης. 
Η ισχυρή συγκράτηση του υποστρώματος στη στήλη MIP5-SPE μέχρι το τελικό 
στάδιο έκλουσης υπογραμμίζει την καταλληλότητα του αποτυπώματος MIP5 για 
χρήση σε στήλες εκχύλισης στερεή φάσης προς απομόνωση και ανάκτηση του 
υποστρώματος ή ανάλογων προς αυτό ενώσεων από διάφορες πηγές.  
 
ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 
Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής αναπτύχθηκε μια νέα καινοτόμος 
στρατηγική ανίχνευσης και απομόνωσης βιοδραστικών ενώσεων από φυσικές πηγές 
βασιζόμενη  στη χρήση μοριακών αποτυπωμάτων γνωστών ρυθμιστών 
συγκεκριμένου μοριακού στόχου. 
Συγκεκριμένα: 
 Πραγματοποιήθηκε με επιτυχία μοριακή αποτύπωση της κερκετίνης, γνωστού 
αναστολέα του μεταγραφικού παράγοντα ΗΙF-1, μοριακού στόχου στη 
θεραπεία του καρκίνου.  
  Τα μοριακά αποτυπώματα (ΜΙΡ1 και ΜΙΡ2) εμφανίζουν καλή 
συγγένεια (Κd=10,4μΜ, Kd=16,5μΜ αντίστοιχα) και εξαιρετική 
επιλεκτικότητα (α κερκετίνη/καεμπφερόλη = 2,1) προς το υπόστρωμα-
κερκετίνη.  
 Τα ΜΙΡ1 και ΜΙΡ2 εμφανίζουν αρκετά καλή χωρητικότητα 
(Ν=5,5μmole/gr και Ν=4,4μmole/gr αντίστοιχα) και προσβασιμότητα 
των θέσεων δέσμευσης, η οποία επιτρέπει τη χρήση τους ως 
χρωματογραφικά διαχωριστικά μέσα. 
 
 Παρασκευάστηκαν στήλες εκχύλισης στερεής φάσης πληρωμένες με κόκκους 
αποτυπωμένου πολυμερούς 45-90μm. Με βάση το πρωτόκολλο εκχύλισης που 
εφαρμόστηκε, η ανάκτηση της κερκετίνης είναι 80% και παραμένει αμείωτη 
τουλάχιστον επί 10 κύκλους φόρτωσης-έκλουσης, γεγονός που αποδεικνύει τη 
δυνατότητα πολλαπλών χρήσεων των στηλών ΜΙΡ-SPE.  
 
 Με εκχύλιση στερεής φάσης σε αποτυπωμένο πολυμερές απομονώθηκε μία 
σειρά συστατικών της ρητίνης του φυτού  Boswellia serrata. Οι ενώσεις αυτές 
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συγκρατούνται ειδικά από το αποτυπωμένο πολυμερές με αποτέλεσμα 
αποτύπωσης ( imprinting effect IE) από  4 έως 12.  
 
 Τα συστατικά που συγκρατήθηκαν ειδικά αναστέλλουν (ως ενιαίο κλάσμα) τη 
μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 και τα πρωτεϊνικά επίπεδα της ρυθμιστικής 
υπομονάδας του, HIF-1α. Για πρώτη φορά ανακαλύφθηκε η ανασταλτική 
δράση των συστατικών της ρητίνης του φυτού Boswellia serrata στον ΗΙF-1. 
 
 Τα συστατικά που δεν συγκρατήθηκαν ειδικά από το αποτυπωμένο πολυμερές 
(58% κ.β.) δεν αναστέλλουν τη μεταγραφική ενεργότητα του ΗΙF-1. Ο άμεσος 
αποκλεισμός μεγάλου μέρους των συστατικών της ρητίνης από περαιτέρω 
κλασματώσεις και  βιοδοκιμές είναι ένα από τα πλεονεκτήματα της νέας 
στρατηγικής σε σχέση με τη συνήθη στρατηγική σταδιακής κλασμάτωσης. 
 
 Μία από τις βασικές ενώσεις που συγκρατούνται ειδικά (ΙΕ = 8±4,6, IF = 1,6)  
ταυτοποιήθηκε ως 3-O-ακέτυλο-11-κετο-β-μποσβελλικό οξύ, ΑΚΒΑ. 
 
 Το ΑΚΒΑ σε καθαρή μορφή μειώνει τα πρωτεϊνικά επίπεδα του ΗΙF-1α και 
αναστέλλει αποτελεσματικά τη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 (IC50 = 
0,46μΜ σε κύτταρα HRG1). Για πρώτη φορά ανακαλύφθηκε η αναστολή του 
ΗΙF-1 από το ΑΚΒΑ. 
 
 Με περεταίρω κλασμάτωση των συστατικών της ρητίνης και βιοδοκιμές των 
συλλεχθέντων κλασμάτων, αποδείχθηκε ότι το ΑΚΒΑ δεν είναι το μοναδικό 
από τα συστατικά που συγκρατήθηκαν ειδικά που ρυθμίζει αρνητικά το 
σημαδοτικό μονοπάτι του ΗΙF-1. 
 
Επίσης για την αναζήτηση των αναστολέων των κινασών που εμπλέκονται 
στην ρύθμιση του σημαδοτικού μονοπατιού του ΗΙF-1 με την τεχνική μοριακής 
αποτύπωσης έγινε σύνθεση της προσεγγιστικής απομίμησης του σημείου πρόσδεσης 
της τριφωσφορικής αδενοσίνης  στις πρωτεϊνικές κινάσες. Για το σκοπό αυτό ως 
υπόστρωμα προς αποτύπωση επιλέχθηκε η 2΄-3΄-5΄-τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνη 
(ΤΟΑΑ), οργανοδιαλυτό ανάλογο της ΑΤΡ. 
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Συγκεκριμένα: 
 Μελετήθηκε η επίδραση της φύσης του μονομερούς, της αναλογίας 
μονομερούς-υποστρώματος και της θερμοκρασίας στην ποιότητα του 
αποτυπώματος και συγκεκριμένα τη συγγένεια, εξειδίκευση και χωρητικότητα 
αυτού ως προς το υπόστρωμα. Ως βέλτιστη αναδείχθηκε η αποτύπωση με το 
μονομερές 3-βινυλβενζοϊκο οξύ σε αναλογία υποστρώματος-μονομερούς 1:4 
και UV πολυμερισμό σε θερμοκρασία περιβάλλοντος. 
 Το πολυμερές που παρασκευάστηκε υπό τις βέλτιστες συνθήκες εμφανίζει 
εξαιρετική συγγένεια (Κd=1,2μM), εξειδίκευση (ΙF=11) και χωρητικότητα 
(32μmole/g) ως προς το υπόστρωμα. 
 Παρασκευάστηκαν στήλες εκχύλισης στερεής φάσης πληρωμένες με κόκκους 
αποτυπωμένου πολυμερούς 45-90μm και αναπτύχθηκε πρωτόκολλο εκχύλισης 
στερεής φάσης σε αποτυπωμένο πολυμερές (ΜΙΡ-SPE). Με βάση το 
διαμορφωθέν πρωτόκολλο  η ανάκτηση της ΤΟΑΑ είναι σχεδόν ποσοτική 
(96%). 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Ο επαγόμενος από την υποξία μεταγραφικός παράγοντας 1 (HIF-1) 
εμπλέκεται σε σημαντικό βαθμό στην παθολογία του καρκίνου. Η αναστολή του HIF-
1 επιβραδύνει την ανάπτυξη του όγκου και ενισχύει την αποτελεσματικότητα της 
αγωγής όταν συνδυάζεται με χημειοραδιο θεραπεία. Η πρόσφατη καθιέρωση του 
HIF-1 ως σημαντικού φαρμακευτικού στόχου στη θεραπεία του καρκίνου αποτέλεσε 
έναυσμα σειράς προσπαθειών για την ανεύρεση και απομόνωση αναστολέων του 
HIF-1, φυσικής ή συνθετικής προέλευσης.  
Στην παρούσα μελέτη, η κερκετίνη, ένας γνωστός αναστολέας του HIF-1, 
αποτυπώθηκε σε πολυμερική μήτρα προκειμένου να αναπαραχθεί η τρισδιάστατη 
συνθετική απομίμηση των σημείων/θέσεων δράσης της κερκετίνης στον HIF-1. Το 
μοριακά αποτυπωμένο πολυμερές (MIP), το οποίο διαθέτει λειτουργικές κοιλότητες, 
συμπληρωματικές σε σχήμα, μέγεθος και λειτουργικότητα προς το αρχικό 
υπόστρωμα (κερκετίνη), χρησιμοποιήθηκε για την επιλεκτική απομόνωση νέων 
αναστολέων του HIF-1 από τη ρητίνη του δέντρου Boswellia serrata (λιβάνι), ευρέως 
χρησιμοποιούμενο αντικαρκινικό φάρμακο στην ελληνική αρχαιότητα και την 
παραδοσιακή κινέζικη και ινδική ιατρική. 
Η εφαρμογή εκχυλίσματος της ρητίνης (σε ακετόνη) σε στήλες SPE 
(πληρωμένες στο εργαστήριο με κλάσμα αποτυπωμένου πολυμερούς 45-90μm) 
οδήγησε στην ειδική συγκράτηση ενός αριθμού ενώσεων με αποτέλεσμα αποτύπωσης 
από 5±4 εως 8±4,6 (με αναφορά σε μη αποτυπωμένο πολυμερές, n=3). Το μείγμα των 
ενώσεων αυτών (μείγμα έκλουσης) ανέστειλλε τη μεταγραφική ενεργότητα του HIF-
1, με αναστολή των πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-1α, της ρυθμιστικής υπομονάδας 
του HIF-1. Αντιθέτως οι ενώσεις που δε συγκρατήθηκαν στη στήλη δεν εμφάνισαν 
ανασταλτική δράση κατά του HIF-1.  
Το ακετυλο-11-κετο-β-μποσβελλικό οξύ (ΑΚΒΑ), ένα από τα κύρια 
βιοδραστικά συστατικά του λιβανιού, ταυτοποιήθηκε ως ένα από τα κύρια συστατικά 
του κλάσματος που συγκρατήθηκε ειδικά. Ο προσδιορισμός της βιολογικής 
δραστικότητας του ΑΚΒΑ, αποκάλυψε ότι αναστέλλει την επαγωγή του HIF-1α και 
τη μεταγραφική δραστικότητα του HIF-1. Τα αποτελέσματα αυτά αποκαλύπτουν για 
πρώτη φορά μία νέα τάξη φυσικών ενώσεων, τα ανομαζόμενα πεντακυκλικά 
τριτερπενικά οξέα, που μπορούν να δράσουν ως αναστολείς του HIF-1. 
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Με επακόλουθη ημι-παρασκευαστική χρωματογραφία του ολικού 
έκχυλίσματος, το ΑΚΒΑ διαχωρίστηκε χρωματογραφικά από τα υπόλοιπα συστατικά 
που συγκρατήθηκαν ειδικά. Τα συστατικά αυτά βρέθηκαν επίσης να αναστέλλουν τη 
μεταγραφική ενεργότητα του HIF-1. Βάση των UV-Vis φασμάτων τους, μπορεί να 
ειπωθεί ότι οι ενώσεις αυτές δεν ανήκουν στην τάξη των μποσβελλικών οξέων (κύρια 
γνωστά βιοδραστικά συστατικά του λιβανιού) και πιθανώς αντιπροσωπεύουν νέα 
βιοδραστικά συστατικά της ρητίνης.  
Επιπρόσθετα αποτυπώθηκε το ανάλογο του ATP, τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνη, 
προκειμένου να παραχθεί η προσεγγιστική συνθετική απομίμηση του σημείου 
πρόσδεσης του ATP στις κινάσες. Η φωσφορυλίωση αποτελεί μία μεταμεταφραστική 
τροποποίηση η οποία μπορεί να επιφέρει αρνητική ρύθμιση του HIF-1, μέσω 
αναστολής της δράσης των κατάλληλων κινασών. Βασικό μηχανισμό αναστολής των 
πρωτεϊνικών κινασών αποτελεί η κατάληψη της περιοχής πρόσδεσης ATP από 
ενώσεις που παρουσιάζουν δυνατότητα σύνδεσης με τον ίδιο τρόπο (ATP 
ανταγωνιστές). Η παρασκευή της προσεγγιστικής συνθετικής απομίμησης του 
σημείου πρόσδεσης του ATP στοχεύει στη δημιουργία ενός πολυμερούς κατάλληλου 
για σκανάρισμα και απομόνωση νέων ATP μιμητικών αναστολέων πρωτεϊνικών 
κινασών. 
Η επιτυχής αποτύπωση της τρι-Ο-ακετυλοαδενοσίνης είχε ως αποτέλεσμα τη 
σύνθεση πολυμερών με υψηλή συγγένεια προς το αρχικό υπόστρωμα, (Kd ≥ 1,2μΜ), 
επαρκή αριθμό θέσεων δέσμευσης Ν και σημαντική εξειδίκευση προς το υπόστρωμα 
(Kd imprinted << Kd control). Το 3VBA αποδείχθηκε καλύτερο μονομερές σε σχέση με το 
ΜΑΑ, επιφέροντας τη σύνθεση πολυμερών με υψηλότερη συγγένεια προς το 
υπόστρωμα και αυξημένο αριθμό θέσεων δέσμευσης. Το γεγονός αυτό μπορεί να 
αποδοθεί στις επιπρόσθετες (των δεσμών υδρογόνου) π-π και υδρόφοβες 
αλληλεπιδράσεις που εξασφαλίζονται από το βενζολικό δακτύλιο του μονομερούς. 
Αξίζει να σημειωθεί ότι οι δυνάμεις αυτές είναι απαραίτητες για τη σύνδεση του ATP 
στις  πρωτεϊνικές κινάσες. 
Συνολικά, η μελέτη αυτή καταδεικνύει το δυναμικό εφαρμογής των MIP για 
τη σάρωση, την αναγνώριση και απομόνωση νέων βιοδραστικών ενώσεων οι οποίες 
στοχεύουν συγκεκριμένους μοριακούς στόχους, ένα δυναμικό το οποίο ελάχιστα έχει 
μέχρι σήμερα αποτιμηθεί. 
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SUMMARY 
Hypoxia Inducible Factor 1 (HIF-1) is a transcriptional factor highly involved 
in the pathology of cancer. HIF-1 inhibition retards tumor growth and enhances 
treatment efficiency when used in combination with chemo- or radiation therapy. The 
recent validation of HIF-1 as an important drug target in cancer treatment has 
stimulated efforts to identify and isolate natural or synthetic HIF-1 inhibitors.  
In the present study, quercetin, a known inhibitor of HIF-1, was imprinted in a 
polymer matrix in order to produce the 3D synthetic imitation of the quercetin action 
site in the HIF-1 signalling pathway. The Molecularly Imprinted Polymer (MIP), 
which contains functionalized cavities complementary in size, shape and functionality 
to the initial template (quercetin), was used for the selective isolation of new HIF-1 
inhibitors from frankincense, a gum resin collected from the trees of the genus 
Boswellia that was used as anticancer remedy in Greek antiquity, traditional Chinese 
and Indian medicine.  
By the application of the frankincense acetone extract onto the lab made SPE 
catridge (packed with 45-90μm particles of the imprinted polymers) a number of 
compounds were selectively retained on the catridge with imprinting effect from 5±4 
to 8±4,6 (with reference to non imprinted polymer, n=3). The mixture of compounds 
eluted from the catridge, efficiently inhibited the transcriptional activity of HIF-1 and 
decreased the protein levels of HIF-1α, the regulated subunit of HIF-1. On the 
contrary non-retained compouds did not have any inhibitory effect on HIF-1.  
Acetyl 11-ketoboswellic acid (AKBA), one of the main bioactive components 
of frankincense, was identified as one of the main components of the selectively 
retained fraction. Determination of the biological activity of AKBA, revealed that it 
inhibits HIF-1α induction and HIF-1 transcriptional activity. These findings reveal for 
the first time a new class of natural compounds, namely pentacyclic triterpenic acids, 
that can act as inhibors of HIF-1.  
By subsequent semi-preparative fractionation of the acetone extract, AKBA 
was separated from the other selectively retained compounds. Interestingly, these 
compounds also exhibited inhibitory effect on HIF-1 transcriptional activity. On the 
basis of their UV-Vis spectra it can be concluded that these compounds do not belong 
to the boswellic acids group (main previously described bioactive constituents of 
frankinsence) and probaply represents new bioactive constituents of this resin.    
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Additionally the ATP analog tri-O-acetyladenosine was imprinted in order to 
produce the approximate synthetic imitation of the ATP binding cleft in kinases.  
Appropriate kinases are implicated in HIF-1α post-translational modification 
and their inhibition can negativily regulate HIF-1. Occupation of the ATP-binding 
cleft by ATP mimetic compounds is the main mechanism of kinase inhibition (ATP 
competitive mechanism). The production of the aproximate synthetic imitation of the 
ATP binding cleft could create a polymer suitable for screening and isolation of new 
protein kinases ATP-mimetic inhibitors from different sources.   
For this reason tri-O-acetyladenosine was successfully imprinted giving 
polymers with high affinity to the initial template (Kd as low as 1,2μΜ), sufficient 
concentration of binding sites N and pronounced specificity (k’imprinted >> k’ control). 
Vinylbezoic acid proved to be a better monomer in comparison to methacrylic acid 
giving polymers with higher affinity and increased number of binding sites. This can 
be attributed to the additional hydrophobic and π-π interactions assured by the benzol 
ring of the VBA monomer. It is also important that hydrophobic interactions are 
essential in ATP binding to protein kinases.   
Overall, this study demonstrates the potential of MIP application in the 
screening, identification and isolation of new bioactive compounds that aim selected 
molecular targets, a potential that has been poorly appreciated until now. 
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Κινητή φάση
Στατική φάση
ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Α 
 
ΥΓΡΗ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΥΨΗΛΗΣ ΑΠΟΔΟΣΗΣ 
 
Θεωρητικές αρχές χρωματογραφίας 
Ως χρωματογραφική ορίζεται η τεχνική που χρησιμοποιείται για το 
διαχωρισμό των συστατικών ενός μίγματος, στην οποία τα συστατικά κατανέμονται 
ανάμεσα σε δύο μη αναμιγνυόμενες φάσεις, η μία από τις οποίες είναι στατική, ενώ η 
άλλη κινείται (Tsakalof 2003). Με τη βοήθεια της κινητής φάσης, το προς 
διαχωρισμό μίγμα εισάγεται στην προσροφητική στατική φάση, η οποία διαθέτει 
μεγάλη ειδική επιφάνεια και τα συστατικά του διαπερνούν με διαφορετική ταχύτητα 
την προσροφητική φάση λόγω της διαφορετικής κατανομής τους μεταξύ αυτής και 
της κινητής φάσης.  
Η κατανομή των μορίων ενός μίγματος μεταξύ των δύο φάσεων εξαρτάται 
από τη φυσικοχημική συγγένεια της ουσίας ως προς την κάθε φάση. Η ισορροπία που 
αποκαθίσταται στο σύστημα είναι δυναμική το οποίο σημαίνει ότι τόσο η 
συγκέντρωση του συστατικού στη στατική όσο και την κινητή φάση παραμένουν 
σταθερές μολονότι τα μόρια της ουσίας μετακινούνται γρήγορα από την μια φάση 
στην άλλη και αντίστροφα.. Η σταθερά της ισορροπίας ονομάζεται συντελεστής 
κατανομής (distribution coefficient) και συμβολίζεται με Κ. Ο συντελεστής 
κατανομής Κ ενός συστατικού ανάμεσα στις δύο φάσεις δίνεται από τη σχέση:  
m
S
C
C
K       
όπου Cs (nsVs) και Cm (nmVm) η συγκέντρωση του συστατικού στη στατική και την 
κινητή φάση αντίστοιχα.  
 
 
 
 
 
Σχήμα Π.1. Αποκατάσταση δυναμικής ισορροπίας μετά την προσθήκη  ουσίας Α σε 
σύστημα δύο μη αναμειγνυόμενων φάσεων 
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Ο λόγος κατανομής k που εκφράζει τις ποσότητες της ουσίας στη στατική και την 
κινητή φάση αντίστοιχα, ονομάζεται παράγοντας χωρητικότητας (capacity factor) και 
δίνεται από τη σχέση: 
0
0
t
tt
k R

  
Αν θεωρήσουμε ότι η στατική φάση βρίσκεται μέσα σε μία στήλη ορισμένου μήκους, 
ο χρόνος που η ουσία παραμένει μέσα στη χρωματογραφική στήλη ονομάζεται 
χρόνος συγκράτησης ή κατακράτησης tR. Ο χρόνος συγκράτησης είναι 
χαρακτηριστικός για κάθε ουσία σε δεδομένο χρωματογραφικό σύστημα και μπορεί 
να χρησιμοποιηθεί για την ταυτοποίησής της. Το t0 είναι ο χρόνος που χρειάζεται η 
κινητή φάση για να διατρέξει τη χρωματογραφική στήλη και καλείται νεκρός χρόνος. 
Η διαφορά tR – t0 ονομάζεται ανηγμένος χρόνος συγκράτησης t΄R. 
Σε κάθε χρωματογραφικό πείραμα το δείγμα εισάγεται στη στήλη  και με την 
έλευση της κινητής φάσης τα συστατικά του κατανέμονται μεταξύ αυτής και της 
στατικής με αποτέλεσμα να μετακινούνται κατά μήκος της στήλης με διαφορετικές 
ταχύτητες και να εξέρχονται από αυτή σε διαφορετικούς χρόνους. Τα συστατικά που 
εξέρχονται από τη χρωματογραφική στήλη, ανιχνεύονται με διάφορους ανιχνευτές με 
βάση κάποια ιδιότητα. Η γραφική παράσταση της απόκρισης του ανιχνευτή ως προς 
το χρόνο έκλουσης αποτελεί το χρωματογράφημα.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα Π.2. Χρωματογράφημα διαχωρισμού μίγματος δύο συστατικών. t0 = 
χρόνος συγκράτησης κινητής φάσης, tr1, tr2= χρόνος συγκράτησης των συστατικών Α και Β 
αντίστοιχα, h = ύψος κορυφής, W,Wh= εύρος της κορυφής στη βάση και στο ήμισυ του 
ύψους της αντίστοιχα 
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Τα σήματα των συστατικών που ανιχνεύονται από τους ανιχνευτές 
απεικονίζονται στα χρωματογραφήματα ως κορυφές έκλουσης (peaks) οι οποίες, 
κάτω από ιδανικές συνθήκες, έχουν τη μορφή της καμπύλης του Gauss. Κατά 
κανόνα, όσο περισσότερο συγκρατείται ένα συστατικό στη στήλη, τόσο πιο ευρεία 
είναι η ζώνη του και συνεπώς και η χρωματογραφική κορυφή. Το γεγονός αυτό έχει 
ως αποτέλεσμα γειτονικές κορυφές έκλουσης που αντιστοιχούν σε συστατικά με 
παραπλήσιες τιμές Κ, να αλληλεπικαλύπτονται.   
 Η ποιότητα της στήλης χαρακτηρίζεται από την ικανότητά της για 
διαχωρισμό (column efficciency) ή από το ισοδύναμο ύψος των θεωρητικών πλακών 
HEPT (Height Equivalent to a Theoretical Plate). Η θεωρητική πλάκα είναι μια 
τεχνητή έννοια χωρίς καμία πραγματική υπόσταση μέσα στη στήλη. Σύμφωνα με τη 
θεωρία των πλακών μία χρωματογραφική στήλη αποτελείται από ένα μεγάλο αριθμό 
παρόμοιων τμημάτων ή θεωρητικών πλακών, σε καθένα από τα οποία αποκαθίσταται 
ισορροπία στην κατανομή μιας ουσίας μεταξύ της στατικής και κινητής φάσης.  
Για μεγαλύτερη διακριτική ικανότητα απαιτείται μεγάλος αριθμός 
θεωρητικών πλακών. Αυτό σημαίνει ότι το ύψος της θεωρητικής πλάκας πρέπει να 
είναι όσο το δυνατόν μικρότερο, ώστε να μην απαιτείται μεγάλο μήκος στήλης το 
οποίο θα είχε ως αποτέλεσμα τη διεύρυνση των κορυφών λόγω διάχυσης. Η 
μαθηματική σχέση μεταξύ της κατανομής κατά μήκος της στήλης και του αριθμού 
των θεωρητικών πλακών είναι: 
2)(
W
t
a
H
L
N R  
όπου  
L = το μήκος της αναλυτικής στήλης 
H = το ύψος της θεωρητικής πλάκας 
a = σταθερά η οποία εξαρτάται από το ύψος στο οποίο μετράται το εύρος της 
κορυφής, 
tR = ο χρόνος συγκράτησης και 
W = εύρος της κορυφής. 
 
Όσο μεγαλύτερος είναι ο αριθμός των θεωρητικών πλακών, τόσο μικρότερο 
είναι το εύρος μίας κορυφής και τόσο αποτελεσματικότερη είναι η στήλη για το 
διαχωρισμό μιγμάτων συστατικών με παραπλήσιους χρόνους συγκράτησης. Ο 
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αριθμός των θεωρητικών πλακών μιας στήλης, εξαρτάται πρωταρχικά από το πόσο 
καλά πληρωμένη η στήλη αλλά και από άλλους παράγοντες όπως η φύση της 
στατικής φάσης, η ταχύτητα ροής, η θερμοκρασία και η μέθοδο εισαγωγής δείγματος. 
Το Ν μπορεί να αυξηθεί, αν αυξηθεί το μήκος της στήλης, αν ελαττωθεί η διάμετρός 
της, αν χρησιμοποιηθούν υλικά πλήρωσης με μικρό μέγεθος και ομοιόμορφα μόρια 
καθώς επίσης και αν έχουμε μεγάλες ταχύτητες ροής και μικρούς χρόνους 
συγκράτησης. 
Χρωματογραφική στήλη
Θεωρητική πλάκα  
Σχήμα Π.3. Θεωρία των πλακών. Εάν το μήκος της στήλης είναι L και ο αριθμός 
των θεωρητικών πλακών N, τότε το μήκος κάθε Θεωρητικής Πλάκας (Height 
Equivalent to a Theoretical Plate, HEPT) είναι H = L/N. Για μεγαλύτερη διακριτική 
ικανότητα απαιτείται μεγάλος αριθμός θεωρητικών πλακών: το ύψος της θεωρητικής πλάκας 
(Η) πρέπει να είναι όσο το δυνατόν μικρότερο, ώστε να μην απαιτείται μεγάλο μήκος στήλης, 
το οποίο θα είχε ως αποτέλεσμα τη διεύρυνση των κορυφών λόγω διάχυσης. 
 
Υγρή χρωματογραφία  
Οι χρωματογραφικές μέθοδοι διακρίνονται ανάλογα με τη φύση της κινητής 
φάσης σε υγρή και αέρια χρωματογραφία. Στην υγρή χρωματογραφία η κινητή φάση 
είναι υγρή. Με την υγρή χρωματογραφία είναι δυνατός ο διαχωρισμός και ο 
ποσοτικός προσδιορισμός πολικών, μη πτητικών ή θερμοευαίσθητων ενώσεων οι 
οποίες δεν μπορούν να αναλυθούν απευθείας με την αέρια χρωματογραφία (όπου η 
κινητή φάση είναι αέριο). 
Στην υγρή χρωματογραφία μπορούν να εφαρμοστούν όλα τα είδη των 
μηχανισμών που λαμβάνουν χώρα στους χρωματογραφικούς διαχωρισμούς 
(προσρόφηση, κατανομή, ιοντοανταλλαγή). Κατά τη χρωματογραφία προσρόφησης, 
η οποία εφαρμόζεται στο διαχωρισμό ουσιών με παρόμοια δομή αλλά διαφορετική 
πολικότητα, οι αναλυόμενες ουσίες προσροφούνται στη στατική φάση σε 
διαφορετικό βαθμό και έτσι διαχωρίζονται. Οι δυνάμεις που αναπτύσσονται, είναι 
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κυρίως ηλεκτροστατικές. Στη χρωματογραφία κατανομής τα συστατικά του δείγματος 
κατανέμονται εκλεκτικά μεταξύ της κινητής φάσης και μιας λεπτής στιβάδας υγρού, 
που βρίσκεται ακίνητη πάνω σ’ ένα αδρανές στερεό υπόστρωμα. Κατά τη 
χρωματογραφία ιονανταλλαγής τα ιονισμένα σωματίδια του δείγματος 
επιβραδύνονται εκλεκτικά γιατί ανταλλάσσονται με ιόντα του υλικού πλήρωσης της 
στήλης.  
Ανάλογα με τη σχέση πολικότητας μεταξύ της στατικής και της κινητής 
φάσης διακρίνονται δύο είδη χρωματογραφίας: i) η χρωματογραφία κανονικής φάσης 
(Normal Phase Chromatography) όπου η στατική φάση(SiO2 ή Al2O3) είναι 
πολικότερη από την κινητή και ii) η χρωματογραφία αντίστροφης φάσης (Reversed 
Phase Chromatography) όπου η κινητή φάση είναι πολικότερη της στατικής. Στη  
χρωματογραφία αντίστροφης φάσης τα λιγότερο πολικά συστατικά αλληλεπιδρούν 
περισσότερο με την όχι ιδιαίτερα πολική στατική φάση (διοξείδιο του πυριτίου 
συζευγμένο με διάφορες ομάδες όπως αλκύλια, φαινύλιο, διόλες κ.α.) και έτσι 
εκλούονται αργότερα από τα πολικά συστατικά του δείγματος. Η κινητή φάση 
αποτελείται από μείγματα οργανικών διαλυτών (μεθανόλη, ακετονιτρίλιο κ.α.) με 
υδατικά ρυθμιστικά διαλύματα ή νερό.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα Π.4. Είδη χρωματογραφίας προσρόφησης ανάλογα με τη σχέση 
πολικότητας μεταξύ της στατικής και της κινητής φάσης.  
Α.Κανονικής φάσης: η στατική φάση (συνήθως SiO2 ή Al2O3) είναι πολικότερη από την 
κινητή. Η κινητή φάση αποτελείται από μη πολικούς διαλύτες (εξάνιο, χλωροφόρμιο κ.α.).  
Β. Αντίστροφης φάσης: η στατική φάση (συνήθως SiO2 συζευγμένου με διάφορες ομάδες 
– bonded phase) είναι λιγότερο πολική της κινητής. Οι προσαρτημένες ομάδες είναι αλκύλια 
(ακετύλιο, δεκαοκτύλιο), φαινύλιο, διόλες, αμινοομάδες, κυανομάδες κ.α. Η κινητή φάση 
αποτελείται από μίγματα διαλυτών (μεθανόλη, ακετονιτρίλιο) με υδατικά ρυθμιστικά 
διαλύματα ή νερό. 
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Υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης 
Η υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) αποτελεί εξέλιξη της 
κλασικής χρωματογραφίας στήλης, όπου η κινητή φάση διέρχεται από τη στατική 
(στήλη), με την επίδραση της βαρύτητας. Στην HPLC η διέλευση της κινητής φάσης 
πραγματοποιείται με εφαρμογή υψηλής πίεσης με τη χρήση κατάλληλων αντλιών. Τα 
κύρια τμήματα ενός συστήματος HPLC είναι οι φιάλες των διαλυτών, το σύστημα 
αντλιών μαζί με σύστημα βαθμωτής έκλουσης, το σύστημα εισαγωγής δείγματος, η 
αναλυτική στήλη, ο ανιχνευτής και η μονάδα καταγραφής και επεξεργασίας 
αποτελεσμάτων. Το εύρος ροής στην HPLC είναι από 0,5 έως 5ml/min και 
επιτυγχάνεται με αντλίες που λειτουργούν σε πιέσεις 300-7500psi. Οι συνήθεις 
στήλες με υλικό πλήρωσης 5μm, λειτουργούν με ροή 1ml/min και πιέσεις 1000-
2000psi. H έκλουση των αναλυόμενων συστατικών μπορεί να είναι ισοκρατική ή 
βαθμωτή. Στην ισοκρατική έκλουση η σύσταση της κινητής φάσης διατηρείται 
σταθερή καθ’ όλη τη διάρκεια της ανάλυσης ενώ στη βαθμωτή μεταβάλλεται με το 
χρόνο για καλύτερο διαχωρισμό μειγμάτων ενώσεων με παρόμοιες χημικές ιδιότητες 
και παρόμοια δομή.  
 Οι ανιχνευτές που χρησιμοποιούνται στην HPLC διακρίνονται σε δύο 
κατηγορίες: i) τους γενικούς ανιχνευτές, η λειτουργία των οποίων βασίζεται στη 
μέτρηση μιας γενικής ιδιότητας μεγάλου αριθμού ενώσεων (π.χ. απορρόφηση του 
φωτός) και ii) τους ειδικούς ανιχνευτές, η λειτουργία των οποίων βασίζεται στη 
μέτρηση μιας ειδικής, χαρακτηριστικής ιδιότητας μιας ομάδας ή περιορισμένου 
αριθμού ενώσεων (π.χ. ένταση φθορισμού των φθορίζουσων ενώσεων). Στη δεύτερη 
κατηγορία ανήκουν οι ανιχνευτές ορατού-υπεριώδους, οι ανιχνευτές παράταξης 
φωτοδιόδων, οι οποίοι βρίσκουν ευρύτατη εφαρμογή, αλλά και ο φασματογράφος 
μάζας.  
Οι ανιχνευτές ορατού-υπεριώδους αν και έχουν κάποιους περιορισμούς (στην 
ανίχνευση ενώσεων που δεν περιέχουν χρωμοφόρες ομάδες) χρησιμοποιούνται 
ευρύτατα στην HPLC καθώς συνδυάζουν ευαισθησία και αξιοπιστία. Η απορρόφηση 
ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας στην περιοχή UV-Vis (200-800nm) αντιστοιχεί στη 
διέγερση χαμηλών ενεργειακά ηλεκτρονίων όπως π ηλεκτρόνια ή μη συζευγμένα 
ηλεκτρόνια ορισμένων ομάδων. Η πλειονότητα των οργανικών ενώσεων διαθέτει τα 
χαμηλά ενεργειακά ηλεκτρόνια με αποτέλεσμα να μπορεί να αναλυθεί με ανιχνευτές 
UV-Vis. 
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Η σχέση μεταξύ της απορρόφησης της ακτινοβολίας Α από μια ουσία και της 
συγκέντρωσης C αυτής (mol/L) δίνεται από το νόμο του Lambert-Beer  
A = ε∙c∙l 
όπου ε ο μοριακός συντελεστής απόσβεσης (cm-1M-1) και l το πάχος της κυψελίδας 
(cm).  
Οι ανιχνευτές ορατού-υπεριώδους διακρίνονται σε ανιχνευτές σταθερού και 
μεταβαλλόμενου μήκους κύματος. Οι ανιχνευτές μεταβαλλόμενου μήκους κύματος 
έχουν αυξημένη ευαισθησία αφού για τη μέτρηση μπορεί να επιλεχθεί ανάλογα με 
την ουσία το μήκος κύματος στο οποίο ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης παίρνει 
τη μέγιστη τιμή του. 
Στους μεταβαλλόμενου μήκους κύματος ανιχευτές ανήκει και ο ανιχνευτής 
παράταξης φωτοδιόδων (photo diode array detector). Με τον ανιχνευτή παράταξης 
φωτοδιόδων η ακτινοβολία που προκύπτει από την κυψελίδα του ανιχνευτή διαθλάται 
και στη συνέχεια προσπίπτει σε σειρά φωτοδιόδων. Συνήθως η παράταξη 
φωτοδιόδων περιλαμβάνει πάνω από 500 φωτοευαίσθητα στοιχεία. Κάθε δίοδος 
δέχεται ακτινοβολία εύρους 5-10 nm και το σήμα αφού ενισχυθεί μετατρέπεται σε 
ψηφιακό και αποθηκεύεται στον υπολογιστή. Το καταλυτικό πλεονέκτημα του 
ανιχνευτή παράταξης φωτοδιόδων είναι η συνεχής καταγραφή του ολικού φάσματος, 
η οποία δίνει τη δυνατότητα κατασκευής τρισδιάστατων χρωματογραφημάτων 
(χρόνος, απορρόφηση, μήκος κύματος) και καθιστά δυνατή την ταυτοποίηση μιας 
ουσίας, της οποίας η χαρακτηριστική χρωματογραφική κορυφή υπερκαλύπτεται από 
κάποια άλλη 
 
Σχήμα.Π.5. Σχηματική παράσταση ανιχνευτή παράταξης φωτοδιόδων 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β 
 
ΦΑΣΜΑΤΑ ΑΠΟΡΡΟΦΗΣΗΣ ΥΠΕΡΙΩΔΟΥΣ-ΟΡΑΤΟΥ ΚΥΡΙΩΝ 
ΣΥΣΤΑΤΙΚΩΝ ΤΟΥ ΜΕΙΓΜΑΤΟΣ ΕΚΛΟΥΣΗΣ 
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Σχήμα.3.2.4. Φάσματα απορρόφησης υπεριώδους – ορατού των κυριότερων 
συστατικών του προϊόντος-μείγματος έκλουσης (elute fraction), όπως 
παρελήφθησαν από τον ανιχνευτή συστοιχίας διόδων κατά την χρωματογραφική 
ανάλυση του δείγματος. Σε κάθε φάσμα αναγράφεται ο χρόνος έκλουσης της 
αντίστοιχης χρωματογραφικής κορυφής (σχήμα 3.2.1.Α). 
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